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Le HMGA (High Mobility Group A) sono proteine non-istoniche presenti nel nucleo di 
tutte le cellule degli eucarioti superiori; il peso molecolare inferiore ai 30kDa e l'alto 
contenuto in residui aminoacidici carichi conferiscono alle HMGA una notevole mobilità 
elettroforetica, da cui il nome. L'espressione di queste proteine risulta essere 
decisamente bassa in cellule somatiche normali e differenziate, mentre sono espresse 
ad alti livelli durante l'embriogenesi e la trasformazione neoplastica. Elevati livelli di 
espressione delle proteine HMGA sono un tratto caratteristico di numerosi tipi di 
tumore, tanto da essere considerate dei veri e propri markers di proliferazione. 
Accanto a questo ruolo patologico ben definito, le proteine HMGA svolgono anche una 
funzione fisiologica. Questa famiglia di proteine gioca infatti un ruolo di primo piano 
nello sviluppo embrionale ed inoltre sono necessarie per la spermatogenesi. 
Le proteine HMGA sono definite come fattori trascrizionali architetturali. Questa 
famiglia di proteine non ha di per sé capacità transattivante ma, attraverso 
l'interazione con il DNA e con altre proteine, molte delle quali sono fattori 
trascrizionali, sono in grado di regolare la trascrizione genica. Queste proteine, inoltre, 
sono soggette ad un enorme numero di modificazioni post-traduzionali che ne 
regolano il ruolo biologico all'interno del nucleo. 
Per cercare di comprendere i meccanismi attraverso cui le proteine HMGA 
svolgono le loro molteplici funzioni, abbiamo deciso di focalizzare la nostra attenzione 
sull'identificazione di nuovi partner molecolari per queste proteine. L'argomento di 
ricerca del Dottorato è stato l'identificazione e la caratterizzazione di nuovi partner 
molecolari delle proteine HMGA attraverso l'utilizzo di vari approcci metodologici. 
La prima parte del lavoro svolto in questa tesi e' stato focalizzato 
sull'identificazione degli enzimi responsabili della metilazione delle proteine HMGA. 
Nell'ambito di questo progetto, e' stata identificata la proteina PRMT6, una arginine-
methyltransferase a localizzazione esclusivamente nucleare. In particolare, e' stato 
dimostrato che tale enzima lega le proteine HMGA e che metila le arginine R57 ed R59 
di HMGAla nel contesto del secondo AT-hook, il dominio maggiormente coinvolto 
nell'interazione proteina/proteina e proteina/DNA. Sempre nell'ambito dello stesso 
progetto, si e' deciso di identificare, mediante doppio ibrido in lievito, nuovi partners 
molecolari della proteina PRMT6. Gli interattori identificati sono stati quindi testati per 
l'interazione anche con le proteine HMGA, con lo scopo di identificare nuovi complessi 
proteici multimolecolari in grado di regolare la trascrizione genica. 
Il progetto di dottorato e' quindi proseguito con l'identificazione di BSAP (PaxSa) 
come partner molecolare della proteina HMGAla nella regolazione dello switch 
isotipico IgM->IgE. E' stato quindi dimostrato che il secondo AT-hook di HMGAla e' in 
grado di legare il dominio paired di BSAP di legame al DNA. Questo legame si traduce 
in una competizione nel legame al DNA di BSAP ed alla conseguente repressione 
trascrizionale del promotore Ce gts necessario per lo switch isotipico. 
La terza parte di questa tesi riporta l'identificazione del segnale di localizzazione 
nucleare (NLS) della proteina HMGA2. In particolare, mediante la produzione di 
mutanti di delezione e mutanti sito-specifici e' stato individuato il secondo AT -hook 
come NLS. E' stata quindi identificata l'importina a.2 come partner molecolare della 
proteina HMGA2 per l'importazione nucleare. 
Infine, nell'ultima parte di questa tesi e' stato iniziato un nuovo approccio per lo 
sviluppo di molecole in grado di bloccare il ruolo patologico delle HMGA. In tale ambito 
e' stata vagliata in phage display una libreria combinatoriale codificante per aptameri 
peptidici di 7 aa identificando 3 peptidi che sembrano in grado di interagire in modo 
specifico con la proteina HMGAla. 
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1.1 Le proteine HMG 
Nelle cellule eurariotiche il DNA nucleare è strutturato a formare la cromatina 
mediante il legame con proteine che ne regolano il grado di compattazione. Queste 
proteine, che si dividono in istoniche e non-istoniche, giocano un importante ruolo nel 
regolare la dinamicità della cromatina stessa. Infatti, la progressione ordinata di gran 
parte delle attività DNA-dipendenti come la trascrizione, la replicazione la 
ricombinazione ed il riparo prevede cambiamenti nell'organizzazione della fibra 
cromatinica. Alcuni di questi cambiamenti strutturali sono facilitati da una famiglia di 
proteine nucleari non istoniche dette HMG (high mobility group ). 
La famiglia delle proteine HMG presenta delle caratteristiche ben distinte. Esse 
infatti sono tra le proteine non-istoniche più abbondanti, presenti in tutte le cellule 
degli eucarioti superiori (1). A differenza dalle altre proteine non-istoniche, le HMG 
sono di piccole dimensioni con un peso molecolare inferiore ai 30KDa e sono ricche in 
residui aminoacidici carichi. Grazie a queste peculiarità presentano una elevata 
mobilità elettroforetica in gel di poliacrilammide in presenza di acido acetico/urea da 
cui deriva il nome HMG (2). Le proteine HMG presentano inoltre delle caratteristiche 
chimico-fisiche peculiari fra cui la possibilità di estrazione da nuclei e dalla cromatina 
mediante cloruro di sodio 0.3SM e la loro solubilità in acido perclorico al 5°/o (2). 
Le proteine HMG sono state definite come "fattori architetturali della trascrizione". 
Sebbene la loro struttura ricordi quella dei classici fattori trascrizionali, esse non 
possiedono di per se la capacità di attivare la trascrizione. Questa famiglia di proteine 
è però in grado di modificare la struttura del DNA e della cromatina in modo da 
generare una conformazione che facilita e promuove varie attività DNA-dipendenti (2). 
La famiglia delle proteine HMG, la cui nomenclatura è stata recentemente 
modificata, può essere suddivisa in tre sottofamiglie in base al dominio funzionale che 
recano: 
• HMGB: precedentemente note come HMG l e 2, presentano il dominio HMG-box 
per il legame al DNA. 
l 
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• HMGN: precedentemente note come HMG 14 e 17, presentano il "nucleosomal 
binding domain" mediante cui riconoscono e legano l'ottamero istonico associato 
al DNA nella formazione del nucleosoma. 
• HMGA: precedentemente note come HMGI, HMGY, HMGR e HMGI-C e denominate 
ora rispettivamente HMGA1a, HMGA1b, HMGA1c ed HMGA2, presentano 
caratteristici domini di legame al DNA noti come "AT-hooks". 
È necessario comunque distinguere le proteine HMG canoniche da proteine che 
invece includono domini HMG nella loro struttura primaria. Nel secondo caso, infatti, 
l'espressione è in genere limitata ad alcune linee cellulari, il livello di espressione non 
è alto e, oltre ai domini HMG, sono presenti anche altri domini funzionali. 
1.2 La famiglia delle proteine HMGA 
La famiglia delle proteine HMGA è caratterizzata dalla presenza di domini AT-
hook, dei domini di legame al DNA basici a causa del gran numero di residui 
aminoacidici carichi positivamente in essi presenti. La loro funzione è appunto quella 
di interagire con il solco minore del DNA legandosi in corrispondenza di sequenze 
ricche di basi AT, da cui il nome AT-hook (3). 
1 geni delle proteine HMGA 
Dal punto di vista genico, la famiglia HMGA consiste in due membri funzionali 
(affiancati da numerosi pseudogeni sia umani che murini): HMGA1 ed HMGA2. 
HMGA1 nell'uomo è situato sul cromosoma 6 (6p21) (4) mentre nel topo a livello 
del cromosoma 17 (5). Il gene della proteina HMGA2 ha il suo locus nell'uomo sul 
cromosoma 12 (12q14-15) (6) e nel topo sul cromosoma 10 (7). 
Per quanto riguarda le dimensioni geniche, HMGA1 ed HMGA2 sono notevolmente 
diversi. Il gene HMGA1 è infatti di 10.1 kilobasi mentre il gene HMGA2 è molto più 
grande con una dimensione di più di 200Kilobasi. L'organizzazione genica presenta 
invece sia delle similitudini che delle diversità. In entrambi i casi i tre domini di 
legame al DNA AT -hooks sono codificati da esani diversi così come la coda acidica c-
terminale. Il gene HMGA1 è però composto da 8 esani e 7 introni (4) mentre il gene 
HMGA2 è formato da 5 esani e 4 introni (6). 
Per quanto riguarda HMGA1, a livello degli esani I, II, III e IV sono presenti 
quattro siti indipendenti di inizio trascrizione che producono degli mRNA con sequenze 
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5'-UTR diverse. Questa differenza di trascrizione dipende dal tipo e dalla natura del 
segnale che attiva la trascrizione del gene stesso. Gli esani V, VI, VII codificano 
ognuno per uno dei tre domini AT-hooks; l'esone VIII codifica per la coda C-terminale 
acida e per la regione 3'-UTR. Dallo splicing alternativo del trascritto del gene HMGA1 
si originano le proteine HMGA1a, HMGA1b (4,8) ed HMGA1c (9). Lo splicing 
alternativo che forma la proteina HMGAlb interessa 33 nucleotidi dell'esone V (10). 
Per quanto riguarda HMGA1c, invece, si ha uno splicing alternativo dopo il VI esone 
che porta ad una delezione di 67 nucleotidi ed al conseguente spostamento della 
cornice di lettura (9). 
Per quanto riguarda HMGA2, l'esone I codifica per la regione 5'-UTR, la regione N 
terminale ed il primo AT -hook; gli esani II e III contengono le sequenze per il secondo 
ed il terzo AT-hook. L'esone IV codifica per la regione spaziatrice compresa tra il terzo 
AT-hook e la coda C terminale che, insieme alla regione 3'-UTR, viene a sua volta 
codificata dal V esone. Le dimensioni enormi del gene sono dovute essenzialmente alla 
grandezza dell'introne 3 (oltre 140Kb). 
l Il Ili IV V V1 VII Vlll 
r- r- r- r- IJ m IV v 
Figura 1.2.1: Rappresentazione schematica della struttura del gene HMGA1 (a sinistra) ed 
HMGA2 (a destra). Le regioni in verde rappresentano le sequenze UTR non tradotte, quelle 
in rosso le sequenze codificanti per gli AT -hooks ed infine le regioni blu indicano la sequenza 
codificante per la coda acida. Il dominio giallo presente solo nel gene della proteina HMGA2 
rappresenta la regione spaziatrice. l numeri romani indicano gli esoni, gli arabi gli introni. 
Le proteine HMGA 
Dal punto di vista proteico, la famiglia delle HMGA è composta da quattro membri: 
HMGAla, HMGAlb HMGA1c ed HMGA2. I primi due, che rappresentano le varianti di 
splicing più abbondanti e frequenti nelle cellule eucariotiche, sono identiche in 
sequenza eccetto una delezione interna di 11 residui aminoacidici presente su 
HMGA1b (11). La proteina HMGA1c, invece, ha in comune con HMGA1a solo i primi 64 
residui aminoacidici a causa dello spostamento della cornice di lettura derivato dallo 
splicing alternativo (9). La proteina HMGAla è costituita da 106 aa e presenta un peso 
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molecolare di 11.5 kDa, mentre nel caso della HMGAlb gli aa sono 95 per un peso 
molecolare di 10.5 kDa. In entrambi i casi la proteina umana e quella murina hanno lo 
stesso numero di residui aminoacidici. La proteina HMGA1c è di dimensioni maggiori 
in quanto composta da 178 residui aminoacidici con un peso di 19.6kDa. 
La proteina HMGA2, pur essendo codificata da un gene diverso, presenta una 
omologia del 50% con gli altri due membri principali della famiglia. HMGA2 è costituita 
da 108 aa nell'uomo mentre nel topo da 107 per un peso molecolare di circa 12.0 
kDa. 
Questa famiglia di proteine risulta essere altamente conservata a livello evolutivo. 
Come mostrato in figura 1.2.2, dal confronto delle sequenze aminoacidiche umane e 
murine risulta evidente che sono presenti solo 3 aa differenti tra mHMGA1 ed hHMGA1 
mentre, per quanto riguarda HMGA2, gli aa differenti sono 4. Dal confronto delle 
sequenze di HMGA1 ed HMGA2 risulta inoltre evidente che i tre domini di legame al 
DNA AT-hooks sono altamente conservati. 
m HMGAl : l MSESGSKSSQPLASKQEKDGT---E 38 
h HMGAl : l MSESSSKSSQPLASKQEKDGT---E 38 
m HMGA2 : l MSARGEGAGQPSTSAQGQPAAPVPQ ----- 37 
h HMGA2 : l MSARGEGAGQPSTSAQGQPAAPAPQ ----- 37 
m HMGAl : 39 TALVGSQ)KEPSEVPT GSKNKGAAKT--RKVTT 77 
h HMGAl : 39 TALVGSQ)KEPSEVPT GSKNKGAAKT--RKTTT 77 
m HMGA2 : 38 ---------EPTCEPS GSKNKSPSKAAQKKAET 70 
h HMGA2 : 38 ---------EPTGEPS GSKNKSPSKAAQKKAEA 70 
m HMGAl : 78 AP -----LEK----EEEEGI- SQESSEEEQ 107 
h HMGAl : 78 TP -----LEK----EEEEGI - SQESSEEEQ 107 
m HMGA2 : 71 QQVVQKKPAQE- TEETSSQESAEEO 108 
h HMGA2 : 71 QQVVQKKPAQEETEETSSQESAEED 109 
Figura 1.2.2: ~qui riportata la sequenza dei residui aminoacidici delle proteine HMGA1a/b ed HMGA2 
umane (h) e murine (m). In rosso sono evidenziate le differenze tra le due forme. In verde è indicata la 
coda acidica C-terminale. l riquadri in nero indicano schematicamente i tre AT-hooks. 
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La struttura proteica delle proteine HMGA è data da una struttura costante: 
• un dominio N-terminale, a funzione incognita e poco conservato tra HMGAl e 
HMGA2; 
• tre domini basici altamente conservati che servono per il legame al DNA detti "AT-
hooks" per la loro capacità di legarsi al solco minore del DNA a livello di regioni 
ricche in AT (12). 
• un dominio C-terminale acido per la presenza di residui di acido glutammico 
carichi negativamente; a differenza di altri fattori trascrizionali questo dominio 
non presenta capacità transattivante. 
• nella proteina HMGA2 è presente inoltre una regione spaziatrice di 12 aa 
compresa fra il terzo "AT-hook" e la coda acida. 
Le proteine HMGA sono prive di struttura e possono essere classificate come 
proteine intrinsecamente disordinate. Le HMGA hanno infatti un basso contenuto di 
strutture ad a.-elica o p-foglietto e, se libere in soluzione, mostrano più del 70% di 
struttura "random coil" (13,14). Ciononostante, in seguito al legame specifico con 
altre molecole, siano esse proteine o DNA, le proteine HMGA assumono una 
conformazione strutturata. Nel caso specifico del DNA, gli AT-hooks si configurano 
come degli uncini in grado di legare il solco minore in corrispondenza di sequenze 
ricche in AT (3,12). 
Gli AT -hook, i domini caratteristici di questa famiglia di proteine, sono formati da 
9 aminoacidi ma, da studi di risonanza magnetica nucleare (NMR), è stato dimostrato 
che la sequenza minima per la formazione di questi domini è data dal peptide P/G-R-
G-R-P, fiancheggiato da residui basici di arginina o lisina che stabilizzano le interazioni 
con il DNA, annullando le cariche negative dei gruppi fosfato in esso presenti (12). 
Oltre alla sequenza minima per la formazione di un AT-hook, questi studi strutturali 
hanno inoltre evidenziato come nel complesso proteina-DNA la porzione deii'AT-hook 
coinvolta direttamente nell'interazione sia il tripeptide centrale R-G-R (12). Questo 
peptide si lega al DNA a livello del solco minore in corrispondenza di sequenze 
consensus A-A-A/T-T (15). Contemporaneamente i residui presenti su entrambi i lati 
di questo tripeptide stabiliscono contatti con lo scheletro zucchero-fosfato, con le due 







Figura 1.2.3: Rappresentazione del core deii'AT-
hook e del suo legame al DNA. 
Se si esclude HMGA1c, la famiglia delle proteine HMGA è caratterizzata dalla 
presenza di tre AT-hooks, in grado di legare in maniera cooperativa la medesima 
molecola di DNA a livello di distinte regioni ricche in AT. Confrontando le strutture dei 
tre membri principali della famiglia delle proteine HMGA, risulta evidente che gli AT-
hooks sono spazi ati in modo diverso (Figura 1.2.4 ), lasciando ipotizzare una diversa 








HMGA1b [ AT l [ 6I l IMI i 
HMGA2 t [ AT l [ AT] l AT l lr 
Figura 1.2.4 Proteine HMGA a confronto. l domini AT-hooks di legame al DNA sono spaziati in modo 
diverso tra le tre proteine. 
È stato dimostrato che un singolo AT -hook è in grado di legare singoli tratti di 
DNA ricchi in AT della lunghezza di 5 bp. Il legame viene rafforzato se si è in presenza 
tratti di AT più lunghi (10-16bp) o più tratti di 5-8 bp spaziati tra loro di circa Bbp in 
cui più AT-hook riescono a prendere contatto con il DNA (16). 
Il fatto che le proteine HMGA siano in grado di legare contemporaneamente più 
sequenze di DNA permette di ipotizzare una loro azione non solo a livello di tratti di 
DNA relativamente vicini, ma anche fra regioni molto distanti che potrebbero essere 
portate a contatto fra loro attraverso la formazione di /oop (17). 
I tre AT-hook delle HMGA non sono comunque equivalenti. È stato infatti 
dimostrato che sono i primi due AT-hooks quelli maggiormente coinvolti nel legame al 
DNA in vivo (18). 
Le proteine HMGA agiscono sul DNA modificandone la conformazione. Questa 
famiglia di proteine è infatti in grado di determinare cambiamenti strutturali a livello 
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delle sequenze di DNA legate inducendo la formazione di loop, distorsioni o 
ripiegamenti e modificandone quindi la conformazione topologica (10). 
Modificazioni post-traduzionali 
Le HMGA sono, insieme agli istoni, tra le proteine nucleari più soggette a 
modificazioni. Un gran numero di tecniche sono state utilizzate per dimostrare che le 
proteine HMGA sono soggette in vitro ed in vivo a modificazioni post-traduzionali quali 
la fosforilazione, acetilazione metilazione e poly-ADP ribosilazione. Queste 
modificazioni biochimiche sono dinamiche e rispondono rapidamente sia a segnali 
intracellulari che extracellulari e influenzano pesantemente sia le proprietà di legame 
ai substrati sia il loro ruolo biologico (19,20). 
In figura 1.2.5 sono riassunte le principali modificazioni post-traduzionali a carico delle 
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Figura 1.2.5 : Modificazioni post-traduzionali a carico della proteina HMGA1. Dove identificati, sono 




Le proteine HMGA sono pesantemente soggette ad eventi di fosforilazione sia di 
tipo costitutivo che regolati da segnali cellulari endogeni ed esogeni. 
Uno degli eventi di fosforilazione delle HMGA più studiati è quello attuato 
dall'enzima p34cdc2 {21-24). Questa protein chinasi, la cui attività è dipendente dal 
ciclo cellulare, viene attivata quando le cellule sono indotte alla divisione mitotica. È 
stato dimostrato che tale enzima è in grado di fosforilare la proteina HMGA1a sia in 
vitro che in vivo e che tale modificazione avviene a livello dei residui aminoacidici T52 e 
T77 • Allo stesso modo anche l'isoforma HMGA1b viene fosforilata sui corrispondenti 
residui 1""1 e r 6 , suggerendo quindi che gli 11 aminoacidi coinvolti nello splicing non 
influiscono nella fosforilazione (14 ). Sebbene in entrambi i casi tali residui siano 
localizzati a monte del secondo e del terzo AT-hook, senza quindi intaccare i domini di 
legame al DNA, la fosforilazione attuata da p34cdc2 determina una riduzione nell'affinità 
di legame della proteina di circa venti volte rispetto alla non fosforilata (23). 
Anche la proteina HMGA2 è substrato dall'enzima p34cdc2 e viene fosforilata sulle 
serine 543 ed 5 58 fiancheggianti il secondo AT-hook. Similmente a quanto accade per le 
HMGA1, la fosforilazione di questi due residui di serina determina una diminuzione 
dell'affinità di legame al DNA (25). 
Il significato della fosforilazione attuata da p34cdc2 va cercato nel ruolo che svolgono le 
proteine HMGA sia nell'organizzazione strutturale della cromatina durante l'interfase 
(26,27) che nella formazione dello scheletro dei cromosomi mitotici (28). È stato 
infatti proposto che la fosforilazione attuata da p34cdc2 rappresenti un meccanismo 
attraverso il quale vengono modulate le attività delle proteine HMGA nella 
strutturazione cromatinica (29). 
Numerosi studi hanno dimostrato che le proteine HMGA sono anche il bersaglio 
di modificazioni indotte da pathway di trasduzione del segnale. Le modificazioni 
attuate dalla casein-chinasi 2 (CK2) e dalla protein chinasi C (PKC) ne rappresentano 
due esempi. 
Le proteine HMGA sono caratterizzate dalla presenza di una coda acidica C-terminale 
che presenta un gran numero di acidi glutammici (E), un residuo aminoacidico carico 
negativamente. La funzione di questo dominio è ancora incognita, sebbene da studi 
effettuati sulla proteina HMGA2 sembrerebbe essere coinvolto nella regolazione della 
trascrizione di geni target regolando l'affinità del legame al DNA della proteina stessa 
(30,31). 
Tale dominio risulta essere costitutivamente fosforilato ad opera della CK2 (Casein 
kinase II) a livello di due/tre serine (32,33). Studi effettuati su linfociti di tipo B 
8 
Introduzione 
stimolati con interleuchina-4 hanno infatti evidenziato che la proteina HMGAla viene 
fosforilata ad opera di CK2 a livello della coda acidica, e più precisamente a livello 
delle serine 5 101 e 5 102 e che tale fosforilazione comporta una diminuzione dell'affinità 
di legame di HMGAla al DNA (34). 
Le proteine HMGAl sono substrato di vari enzimi della famiglia delle protein 
chinasi C (PKCa, (3, y e S) (35). È stato dimostrato che in cellule epiteliali di mammella 
stimolate con TPA, una molecola che mima il diacilglicerolo (DAG), si ha l'attivazione 
della cascata di traduzione del segnale PKC dipendente e la conseguente fosforilazione 
delle proteine HMGAl. In particolare, è stato visto che proteine HMGAl vengono 
fosforilate in vivo dalla PKC a livello dei residui T20, 543 e 563 (36). I fosfati aggiunti 
sulle serine 543 e 563 portano ad una diminuzione del legame al DNA ed è stato visto 
che tale riduzione è maggiore di quella attuata dalla fosforilazione di T52 e T77 da parte 
di p34cdc2 (35). La fosforilazione delle proteine HMGAl è stata inoltre caratterizzata nel 
processo apoptotico. È stato infatti dimostrato che nelle prime fasi dell'apoptosi, le 
proteine HMGAl vengono iper-fosforilate con il conseguente distacco dal DNA; in 
seguito, durante la condensazione cromatinica nei corpi apoptotici, le proteine HMGAl 
vengono defosforilate (37). 
La fosforilazione delle proteine HMGA è quindi correlata con numerosi processi cellulari 
quali la regolazione trascrizionale, la progressione del ciclo cellulare, la trasduzione del 
segnale e la morte cellulare. 
Acetii azione 
Le proteine HMGA vengono costitutivamente acetilate all'estremità N-a-terminale 
(33,36). In generale questa modificazione, così come il taglio della metionina 
iniziale, è una delle più diffuse tra le proteine eucariotiche. Il significato biologico di 
tale modificazione è ancora in fase di studio ma, da quanto emerso finora, risulta 
essere importante per la stabilità proteica riducendo l'azione delle aminopeptidasi e, 
dal punto di vista chimico-fisico, porta alla perdita della carica positiva presente sul 
gruppo amminico (38). 
Due ulteriori residui delle HMGAla vengono acetilati, e più precisamente le lisine 
K64 e K70 • La modificazione di questi residui è molto importante per la regolazione 
dell'assemblaggio dell"'enhanceosoma" a livello delle sequenze enhancer del 
promotore del gene dell'interferone beta (IFN-(3). L'attivazione del gene deii'IFN-(3 è 
dovuta infatti ad un complesso multifattoriale stereospecifico chiamato enhanceosoma 
formato dalle proteine NF-KB, IRF, ATF2/cJun ed HMGAla (39,40). In questo contesto, 
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la proteina HMGA1a fa da "interruttore". È stato infatti dimostrato che l'acetilazione da 
parte di P/CAF della K70 di HMGA1a aumenta la stabilità dell'enhanceosoma mentre la 
deacetilazione della K70 e la successiva acetilazione da parte di CBP/p300 della K64 
comporta la destabilizzazione dell'enhanceosoma e il blocco della trascrizione genica 
(39). 
Poli(ADP)ribosilazione 
Esperimenti effettuati in vitro su cellule di Lewis lung carcinoma (LLC) hanno 
evidenziato che le proteine HMGA possono essere soggette a poli(ADP)ribosilazione. 
Tali esperimenti hanno infatti dimostrato che, incubando nuclei di cellule LLC con 
CaCI2, si ha una induzione della ADP-ribosilazione sulle proteine HMGA. È stato 
proposto che tale modificazione avvenga in seguito alla rottura del DNA a causa del 
trattamento con ioni Ca2+ e che tale evento inneschi il processo di riparazione nel 
quale interviene l'enzima poli(ADP-ribosio) polimerasi (PARP) (41). 
Metilazione 
La metilazione rappresenta, in ordine di tempo, l'ultima modificazione post-
traduzionale a carico delle proteine HMGA ad essere stata caratterizzata 
(36,37,42,43). In particolare, l'arginina R25 posta nel primo AT-hook all'interno della 
sequenza consensus G24R25G26 viene mono-metilata. Il grado di metilazione, che 
risulta essere molto elevato (fino al 50°/o della proteina totale), è stato strettamente 
associato con il processo apoptotico. È stato proposto che l'aumento della metilazione 
della proteina HMGA1a possa essere correlato con il rimodellamento cromatinico che 
avviene nelle cellule apoptotiche (42,43). L'enzima responsabile di questa 
modificazione non è però ancora stato identificato. 
Studi in vivo condotti recentemente ( 44,45) hanno messo in evidenza come la 
proteina HMGA1a sia soggetta ad un numero più elevato di modificazioni post-
traduzionali rispetto a quanto riportato finora. 
Come mostrato in figura 1.2.6, questi studi hanno riportato un impressionante 
numero di modificazioni post-traduzionali a carico delle proteine HMGA. Di particolare 
significato biologico è la scoperta che i tre AT-hook, che contengono una sequenza 
consensus molto conservata, vengono modificati in modo diverso. Inoltre, è stato 
dimostrato che gli AT-hook delle proteine HMGA1a ed HMGA1b vengono modificati in 
maniera differente. Un altro aspetto che è emerso da questi studi è la scoperta che la 
meno- e la di-metilazione sembra essere la modificazione post traduzionale più 
abbondante presente all'interno degli AT-hooks (45). Le modificazioni post-
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traduzionali così identificate sono state correlate con il potenziale metastatico. Le 
proteine HMGA1a di cellule metastatiche sono ad esempio molto più acetilate e 
metilate rispetto a Ila controparte normale ( 44). 
Legenda: W = Acetilazione ~ = Metllazione e = Fosforilazione 8 = Dlmetllazione 
Figura 1.2.6. Modificazioni post-traduzionali della proteina HMGA 1 a. Modificazioni post-traduzionali 
identificate in vivo mediante analisi MALDI-TOF. l residui aminoacidici modificati in vivo sono sottolineati 
ed il tipo di modificazione è indicata da simboli e colori diversi, come indicato nella legenda. Le regioni di 
HMGA1 contenenti modificazioni che non sono state ancora attribuite precisamente ad alcun residuo 
sono indicate da barre che indicano anche il numero ed il tipo di modificazioni (45}. 
Da quanto descritto finora si evince come le HMGA siano soggette ad un gran numero 
di modificazioni post-traduzionali che ne modulano finemente l'attività. È possibile fare 
un parallelismo con gli istoni, per cui è stato coniato il termine di "codice istonico" per 
il gran numero di modificazioni post-traduzionali a cui sono soggetti che modulano 
l'impaccamento del DNA e un gran numero di processi biologici DNA-dipendenti. Allo 
stesso modo si può ipotizzare la presenza di un "codice" anche nelle HMGA, visto 
come le modificazioni a cui sono soggette ne modulano il ruolo biologico che svolgono 
all'interno del nucleo. 
1.3 Ruolo biologico delle proteine HMGA 
Le proteine HMGA presentano la caratteristica struttura dei fattori trascrizionali, in 
quanto possiedono dei domini funzionali di legame al DNA ed un dominio C-terminale 
acido. Ciononostante, questa famiglia di proteine manca di capacità transattivante 
(46). Le proteine HMGA giocano comunque un ruolo fondamentale nella regolazione 
dell'espressione genica eucariotica, principalmente mediante i tre meccanismi riassunti 
in figura 1.3.1: 
riorganizzazione della cromatina 
formazione di complessi proteici multimolecolari detti "enhanceosomi" 
interazione proteina/proteina che regola l'attività dei fattori trascrizionali. 
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Figura 1.3.1 Alcune delle più importanti funzioni svolte dalle HMGA. A: le HMGA de-reprimono la 
trascrizione attraverso una competizione con l'istone H1 a livello di specifiche sequenze cromatiniche. 
B: le proteine HMGA legano direttamente il DNA (1) inducendo in esso una modificazione 
conformazionale che facilita il legame di altri fattori trascrizionali (2). C: le HMGA interagiscono con 
fattori trascrizionali (1) a bassa affinità per il DNA, modificando la loro conformazione (2) e consentendo 
il loro legame al DNA con un'alta affinità. 
Regolazione della trascrizione mediante riorganizzazione della cromatina 
Le proteine HMGA sono intimamente interconnesse con la cromatina. Studi di 
immunolocalizzazione hanno infatti dimostrato che le proteine HMGA sono componenti 
integrali della struttura cromatinica e che si ritrovano localizzate principalmente a 
livello delle bande G/Q e C (47). Tali regioni cromosomiche sono costituite per la 
maggiorparte da sequenze SARs (Scaffold Attachment Regions}, particolarmente 
ricche in AT, che rivestono un ruolo di primo piano nella strutturazione cromatinica. 
Nel nucleo il DNA è organizzato in strutture ad anello di circa 60kb ed alla base di tali 
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strutture sono presenti le sequenze SARs che ne facilitano l'attacco alla matrice 
nucleare. Le SARs non hanno solo un ruolo strutturale ma sono anche importanti per 
varie funzioni quali la trascrizione o la replicazione regolando l'accessibilità alla 
cromatina ( 48). Studi di immunolocalizzazione hanno dimostrato che all'interno delle 
SARs le proteine HMGA colocalizzano sia con l'istone Hl che con la topoisomerasi II, 
due proteine che hanno il compito di compattare la cromatina e che, di conseguenza, 
sono associate alla repressione della trascrizione genica. In particolare, è stato 
dimostrato che le proteine HMGA competono con l'istone Hl per il legame al DNA, 
agendo quindi da anti-repressori ed attivando la trascrizione genica (26,28,49). Tali 
dati sono stati recentemente confermati utilizzando la tecnica FRAP (Fiuorescence 
Recovery After Photobleaching), che permette di seguire in vivo le dinamiche 
molecolari intracellulari. Mediante tale tecnica è stati infatti visto che le proteine 
HMGAl sono in grado di indebolire il legame dell'istone Hl alla cromatina e che tale 
effetto è stato osservato sia nella eucromatina che nella eterocromatina (50). 
Nell'insieme, questi studi hanno quindi dimostrato che le proteine HMGA sono in 
grado di competere con l'istone Hl modulando la compattazione del DNA e, di 
conseguenza, l'accessibilità ai fattori di trascrizione. 
Le proteine HMGA, oltre alla capacità di legare la cromatina, sono anche in grado 
di legare gli istoni H3, H2A ed H2B in vitro ed in vivo (51). È stato inoltre dimostrato 
che a livello dei nucleosomi le proteine HMGA sono in grado di legare il DNA, 
modificandone la struttura alterando la periodicità dell'elica e l'assetto rotazionale 
(52). In base a queste osservazioni è stato ipotizzato che una delle funzioni in vivo 
delle proteine HMGA sia quella di riposizionare il DNA a livello dei nucleosomi e di 
partecipare al disassemblamento nucleosomiale in modo da facilitare il legame dei 
fattori di trascrizione a livello del DNA (52). 
Regolazione della trascrizione mediante formazione di enhanceosomi 
Le proteine HMGA sono in grado di regolare l'espressione genica in maniera gene-
specifica, promuovendo a livello di regioni geniche enhancer e promotrici la 
formazione di complessi pre-trascrizionali multimolecolari noti come enhanceosomi 
che sono necessari per una specifica ed efficiente attivazione trascrizionale (53,54). 
L'enhanceosoma è un complesso altamente ordinato costituito da fattori di trascrizione 
generici e gene-specifici interagenti tra di loro e con le sequenze regolative 
dell'enhancer. Grazie alla complessa struttura degli enhancers e promotori è possibile 
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l'assemblaggio di un unico enhanceosoma in risposta a distinti segnali extracellulari 
(40). 
L'enhanceosoma che si forma a livello dell'enhancer del gene umano virus-
inducibile IFN-(3 è quello meglio caratterizzato e studiato. La sequenza di tale 
attivatore è costituita da due domini di regolazione negativa (NRDs) e tre domini di 
regolazione positiva (PRDs) adiacenti denominati PRDIV, PRDlii-I e PROli (55). A 
livello strutturale, l'enhancer è privo di nucleosomi ma è fiancheggiato da due di essi, 
uno dei quali è posizionato immediatamente a valle della TATA-box (39). 
Il primo passo nell'assemblaggio dell'enhanceosoma è il legame di HMGAl ai 
domini PROli, PRDIV e NRDI che provoca dei cambiamenti nel DNA modificandone la 
curvatura e rendendolo quindi disponibile all'azione dei fattori trascrizionali (Figura 
1.3.2a) (40). In seguito si ha il reclutamento HMGAl-dipendente degli attivatori della 
trascrizione del gene deii'IFN-(3: NFKB (p50/p65), IRFs (Interferon Regulatory factors) 
ed ATF2/c-Jun (Figura 1.3.2b) (56). Inoltre, è stato dimostrato che le proteine HMGA 
partecipano alla stabilizzazione dell'enhanceosoma mediante una fitta rete di 
interazioni proteina-proteina. Queste interazioni sono molteplici e coinvolgono il 
legame tra le HMGA stesse, tra i fattori ATF2/c-Jun ed NF-KB ed infine tra le HMGA ed 
i fattori sopracitati (Figura 1.3.2c) (40). Durante l'assemblaggio dell'enhanceosoma gli 
attivatori si posizionano in modo tale da creare una nuova superficie di attivazione che 
recluta ed allo stesso tempo interagisce in maniera ottimale con il macchinario basale 
della trascrizione (57). 
La regolazione della stabilità dell'enhanceosoma è dettato da modificazioni post-




Figura 1.3.2. Azione delle proteine 
HMGA sull'enhancer del gene 
deii'IFN-13. 
A: Il legame delle proteine HMGA a 
livello di specifici siti sull'enhancer 
del gene deii'INF-13 modifica la 
curvatura del DNA e B: permette 
l'entrata di specifici fattori 
trascrizionali. C: La stabilizzazione 
del complesso avviene tramite la 
formazione di una fitta rete di 
interazioni proteina-proteina tra i 
fattori coinvolti. 
Le proteine HMGA partecipano inoltre alla regolazione in vivo di numerosi geni 
attraverso l'interazione diretta con un gran numero di proteine, la maggior parte delle 
quali sono fattori trascrizionali o coattivatori (10). Sono ormai noti moltissimi tipi di 
geni eucariotici e virali la cui espressione è regolata a livello trascrizionale dalle 
proteine HMGA (10). Di questi la gran parte sono regolati positivamente, come ad 
esempio il recettore dell'insulina umano (58) o il gene per la leptina (59) . In alcuni 
casi però le proteine HMGA possono avere una funzione repressoria. Questo può 
verificarsi nel caso in cui l'alterazione della struttura del DNA, indotta dal legame delle 
HMGA, ostacoli il legame dei fattori trascrizionali ai loro siti di legame specifici, oppure 
se i fattori reclutati dalle proteine HMGA sono degli inibitori del fenomeno 
trascrizionale. Attraverso varie metodiche sono stati identificati diversi fattori 
trascrizionali e coattivatori in grado di associarsi specificamente alle proteine HMGA: 
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Istone H2, H2A H2B Nucleosoma (51) 




Elf-1 Enhancer IL-2Ra (53) 
AP-1 IL-2 promoter (61) 
NF-AT 
Tst-1/0ct-6 JC Virus promoter (62) 
PU.l (63) 
NF-Y a2(1) collagen promoter (64) 
Oct-1 HLA-DRA gene (65) 
Oct-2A 
SRF c-fos promoter (66) 




Jun-B HPV18 enhancer (67) 
Fra-2 
C/EBPp Promotori di geni specifici per (59) 
gli adipociti 
PIAS3 a-EnaC gene (68) 
RNF4 Identificato in doppio ibrido (69) 
HIPK2 Identificato in doppio ibrido (70) 
ER Estrogen responsive element (71) 
Spl INSR promoter (58) 
CL_EBP 
Ul-70k SplicinCJ pre-mRNA presenilina-2 (72) 
p120E4F Promotore ciclina A (73) 
p 53 BAX and p21 promoters (74,75) 
p63 (74) 
P73 
CBF-13 Identificate mediante saggio di (76) 
SF3a120 interazione in vitro 




Tubulin a/13 chain 
y-actin 
NPM 





Tabella 1.3.1 Prote1ne per cu1 è stata dimostrata un'1nteraz1one con le prote1ne HMGA 
Per molte di queste proteine è stato identificato il dominio di interazione su 
HMGA (Figura 1.3.3). Alcuni fattori, come ad esempio NF-Y ed ATF-2/c-Jun prendono 
contatto con la regione N-terminale delle HMGA mentre altri, come ad esempio IRF-1, 
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interagiscono invece con la parte C-terminale della molecola. Nella stragrande 
maggioranza dei casi, però, la regione di interazione è ristretta principalmente al 
secondo AT-hook ed alla regione spaziatrice tra il secondo ed il terzo AT-hook. Il 
secondo AT-hook, come già accennato in precedenza, è anche il dominio 
maggiormente coinvolto nel legame al DNA ed inoltre la regione interessata 
nell'interazione è fortemente soggetta a modificazioni post-traduzionali. Questi dati 
sembrano indicare che, come nel caso dell'enhanceosoma, le modificazioni post-
traduzionali potrebbero modulare il legame delle HMGA ai partners molecolari e/o al 
DNA influendo così nel ruolo biologico svolto. 
l 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 106 
l l l l l l l l l l l l 
SJ:SSSltSSQ~~PPVSPG'l'ALVGSQla:PSEVP'I.'PlaU'RGR~~ISQJ:SSDJ:I,l 
ATF-2/c-Jun : 1-53 
NF-Y : 1-36 
SRF : 49- BO 
NF-KB. 53-73 
Spl: 54-74 
C/EBPjl : 54-64 
pSO: 52-66 
Tst-1 · 57-67 
p53 : 51-75 
Figura 1.3.3: Dominio di interazione sulle proteine HMGA1a. La maggiorparte degli interattori lega il 
secondo A T -hook. 
Regolazione geni target 
Le proteine HMGA sono in grado di regolare, in vivo, la trascrizione di numerosi 
geni (20) mediante vari meccanismi, anche indipendenti dalla loro attività di legame al 
DNA. Sono noti infatti numerosi casi in cui il loro effetto regolativo si esplica 
attraverso interazioni proteina-proteina con altri fattori. Il contributo dato dalle 
proteine HMGA alla regolazione genica può essere sia di tipo positivo che negativo. 
Un esempio di regolazione della trascrizione genica mediato dalle proteine 
HMGA è rappresentato dal gene per la catena pesante delle immunoglobuline IgM 
(77). In questo caso, è stato dimostrato che il legame della proteina HMGAla al 
fattore trascrizionale PU.l comporta in quest'ultimo un aumento dell'affinità di legame 
al DNA; tale effetto è causato da una variazione strutturale della proteina PU.l, che si 
verifica in seguito all'interazione con HM GAla (Figura 1.3.4 ). 
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Figura 1.3.4: Meccanismo di regolazione della trascrizione del gene lgM mediato dall'interazione 
HMGA1a/PU.1. Il fattore PU.1 presenta bassa affinità di legame per la regione enhancer del gene per la 
catena pesante delle immunoglobuline lgM ma quando viene legato dalla proteina HMGA1a (1}, esso 
subisce un cambiamento conformazionale (2} con conseguente aumento della sua affinità di legame al 
DNA 
Con un meccanismo d'azione simile, le proteine HMGA sono in grado di attivare 
in vivo la trascrizione dei geni c-fos e SM22a attraverso l'interazione con il fattore 
trascrizionale SRF (Serum Response Factor) in modo da potenziarne la capacità di 
legame agli elementi CarG box presenti sui rispettivi promotori (66). 
La proteina HMGA2 è in grado di attivare la trascrizione del gene della ciclina A 
umana. Studi effettuati di recente hanno dimostrato che il legame di HMGA2 sul 
repressore p120E4F ha come conseguenza una diminuzione del legame al DNA di 
quest'ultimo. Una volta spiazzato E4F dal sito CRE del promotore della ciclina A, la 
proteina HMGA2 facilita il legame dei membri della famiglia ATF/CREB su questo sito 
con la conseguente attivazione trascrizionale (Figura 1.3.5) (73). 
Blocco Trascrizione 
6' 





Figura 1.3.5: Attivazione HMGA2 dipendente del gene della ciclina A la proteina HMGA2, legando il 
repressore p120E4F lo spiazza dal sito CRE di legame al DNA e, successivamente, recluta sullo stesso 
sito fattori della famiglia ATF/CREB per l'attivazione trascrizionale. 
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La proteina HMGAla è inoltre in grado di legare p53 a livello del dominio di 
oligomerizzazione, impedendone la tetramerizzazione e bloccandone quindi il ruolo 
biologico svolto a livello dei promotori dei geni MDM2, Bax e p21 (74) (Figura 1.3.6). 
A 
pl3 target 11•- (MDM2, Bax, p21) 
B 
pl3 target ~~- (MDM2, BIIX, p21) 
Figura 1.3.6: p53 in forma tetramerica è in grado di attivare la trascrizione genica (A). Le proteine 
HMGA, legando il dominio di oligomerizzazione di p53 ne impediscono la tetramerizzazione e la 
conseguente azione trascrizionale (B). 
Questi sono solo alcuni esempi di geni regolati dalle proteine HMGA. In realtà 
questa famiglia di proteine è coinvolta nell'attivazione o nella repressione di un gran 
numero di geni, alcuni dei quali sono riportati in tabella 1.3.2. 
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1.4 Ruolo patologico delle proteine HMGA 
Le HMGA nello sviluppo tumorale 
Sin dalla loro scoperta, le proteine HMGA sono state strettamente correlate con la 
trasformazione neoplastica (83,84 ). Nella gran parte dei tessuti adulti normali e 
differenziati, l'espressione delle proteine HMGA risulta essere assente o rilevabile solo 
a bassi livelli (85,86). Nelle cellule che subiscono trasformazione tumorale, così come 
anche in cellule embrionali non ancora differenziate, l'espressione delle proteine HMGA 
è invece molto elevata (2,87). In alcune linee cellulari maligne è stato stimato un 
aumento dell' mRNA di tali proteine che risulta essere fino a 50 volte superiore 
rispetto alla controparte cellulare normale (88). La concentrazione di queste proteine 
è talmente correlata con il grado di aggressività tumorale (89) da essere state 
proposte come marker diagnostici sia della trasformazione neoplastica (90,91), che 
del potenziale metastatico di vari tipi di tumori (88,92). L'espressione delle proteine 
HMGA nelle cellule tumorali è una caratteristica indipendente dalla causa che ha 
generato il tumore, sia essa chimica, virale o dovuta a mutazioni genetiche spontanee 
(90). 
È stato dimostrato che elevati livelli di espressione della proteina HMGA1a sono 
strettamente correlati con la formazione di diversi tipi di tumori maligni, riassunti in 
tabella 1.4.1: 
Esperimenti effettuati in cellule epiteliali mammarie umane, nelle quali è stata indotta 
l'espressione esogena di HMGA1, hanno dimostrato che queste proteine sono in grado 
di far acquisire la capacità di formare tumori primari e metastasi in topi nudi (106). 
Allo stesso modo, l'iper-espressione sia delle proteine HMGA1 che di HMGA2 porta alla 
trasformazione neoplastica delle linee cellulari Ratla e CB33, conferendo loro la 
capacità di crescere in soft agar e di causare tumori in topi nudi (107). 
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Al contrario, l' inibizione della sintesi delle proteine HMGA1 in cellule anaplastiche di 
tiroide umana inibisce la crescita di cellule neoplastiche sia in vitro che in vivo, mentre 
non si ha interferenza nella crescita delle cellule normali (69). Il blocco 
dell'espressione delle proteine HMGA1 in cellule MCF7 mediante costrutti anti-senso 
inibisce sia la proliferazione che la crescita in soft agar (106). 
Le proteine HMGA1 sono inoltre in grado di inibire la "riparazione del DNA per 
escissione di nucleotidi" (NER), meccanismo in cui i nucleotidi danneggiati vengono 
sostituiti utilizzando l'informazione contenuta nei nucleotidi complementari presenti 
sul filamento di DNA opposto. Utilizzando cellule MCF7 inducibili per l'espressione di 
HMGA1 è stato dimostrato che l'espressione di tale proteina aumenta la sensibilità 
delle cellule all'effetto degli UV e che tale effetto è dovuto alla regolazione negativa 
attuata dalle HMGA su una serie di geni coinvolti nel riparo al DNA. Tra questi, 
spiccano i geni XPA ed ERCC1 che sono strettamenti coinvolti nella NER (108). Le 
proteine HMGA sono quindi in grado di promuovere la tumorigenesi aumentando 
l'instabilità genomica. 
Per quanto riguarda la proteina HMGA2, traslocazioni a carico del locus genico 
12q13-15 danno origine a proteine chimeriche od a forme tronche prive della coda C-
terminale. Gran parte di tali traslocazioni avvengono all'interno del terzo introne che, 
come già citato in precedenza, è di circa 140kbasi. Queste aberrazioni sono 
probabilmente i riarrangiamenti più comuni nei tumori umani benigni di origine 
mesenchimale e creano leiomiomi uterini, amartomi condroidi polmonari, polipi 
endometrial i, fibroadenomi del seno, adenomi pleomorfi delle ghiandole salivari e 
lipomi. Tuttavia, alcuni tipi di traslocazione sono state ri levate in tumori maligni come 












traslocazione Tumore lipomatoso (89) 
ati ico 
Tabel 1.4.2: Tumori in cui sono state rilevate traslocazioni all'interno del gene della HMGA2 (12q13-15} 
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A supporto del ruolo causale delle aberrazioni a carico proteina HMGA2 nello sviluppo 
neoplastico, sono state effettuate trasfezioni di queste proteine tronche e chimeriche 
in cellule della linea NIH-3T3 murina. I risultati hanno evidenziato che, in seguito al 
trattamento, le cellule hanno assunto un fenotipo tumorale, riducendo la dipendenza 
da siero ed abolendo l'inibizione da contatto fra le cellule (117). Il blocco 
del'espressione delle proteine HMGA2 mediante tecnologia antisenso porta al blocco 
della trasformazione in cellule di tiroide di ratto infettate da retrovirus esprimenti v-
mos e v-ki-ras (118). 
Ulteriori esperimenti in vivo hanno inoltre dimostrato che l'espressione ectopica 
nel topo della forma tronca di HMGA2 più frequentemente riscontrata nei lipomi, cioè 
quella in cui risulta essere assente la coda terminale acida, porta ad un aumento del 
tessuto adiposo ed al conseguente sviluppo di lipomatosi e di situazioni infiammatorie, 
nonchè ad una forte predisposizione del topo allo sviluppo di lipomi (119,120). Si può 
senz'altro affermare che l'assenza della coda acida della proteina HMGA2 gioca un 
ruolo fondamentale nella tumorigenesi e nella regolazione dell'adipogenesi. Infine, e' 
stato dimostrato che l'overespressione di HMGA2 è sufficiente ad indurre tumori 
benigni in topi transgenici (121,122). 
Nell'insieme queste evidenze dimostrano ampiamente che le proteine HMGA 
sono agenti causali della trasformazione neoplastica e della progressione tumorale. 
Questa famiglia proteica può quindi essere intesa come una nuova famiglia di proto-
oncogeni importanti nella patogenesi di numerosi tumori umani. 
Le HMGA nel diabete mellito di tipo II 
Il diabete mellito di tipo II è una malattia genetica abbastanza eterogenea che 
può essere causata dalla mancata risposta dei tessuti periferici all'effetto dell'insulina 
e dalla riduzione della secrezione di insulina dalle cellule beta del pancreas (123). 
L'azione dell'insulina sulle cellule bersaglio è mediata da un recettore specifico (INSR) 
situato sulla membrana plasmatica. Tale recettore sembra essere una delle cause che 
scatenano questo tipo di malattia in quanto la diminuzione o la mancanza 
dell'espressione di tale glicoproteina porta al diabete (124). 
Da studi effettuati su alcuni pazienti affetti da diabete mellito di tipo II, è emerso 
che il calo dell'espressione del recettore INSR è correlato con il calo dell'espressione 
della proteina HMGA1a. Il ruolo deii'HMGA1 in questo contesto sembra essere causale, 
in quanto ristabilendo i livelli di HMGA1 in linfoblasti ottenuti da pazienti diabetici si ha 
la riespressione della INSR e le cellule riacquistano la capacità di legare l'insulina. Allo 
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stesso modo, interferendo con l'espressione deii'HMGA1a in cellule normali si ha 
l'inibizione del legame dell'insulina (125). Questi dati sono supportati dal fatto che topi 
knock-out per il gene deii'HMGA1 (HMGA1_,_) mostrano una drastica riduzione 
dell'espressione del recettore INSR (125). 
Dal punto di vista molecolare, è stato visto che il promotore del recettore 
dell'insulina possiede due regioni ricche in AT denominate C2 ed E3 che sono 
necessarie per una elevata attività trascrizionale in vivo (126) e che le proteine HMGA 
sono in grado di legare queste regioni (58). In particolare, è stato dimostrato che a 
livello di queste due sequenze si associa un complesso multimolecolare formato da 
HMGA1, Sp1 e C/EBPj3. Il ruolo svolto dalla proteina HMGA1 è di primo piano in 
quanto intragisce con Sp1 e C/EBP13 e ne facilita il legame sul promotore deii'INSR 
portando all'attivazione della trascrizione genica (127). 
1.5 Ruolo fisiologico delle proteine HMGA 
Sviluppo embrionale 
L'espressione dei geni HMGA risulta attiva durante lo sviluppo embrionale ed in 
cellule in rapida proliferazione e scarsamente differenziate, mentre è appena rilevabile 
(HMGA1) o assente (HMGA2) in tessuti adulti normali (2,87). Per questo motivo è 
stato ipotizzato che questa famiglia di proteine sia implicata nel controllo della crescita 
cellulare e del differenziamento. 
I geni HMGA possono essere rapidamente indotti in cellule quiescenti normali in 
seguito ad esposizione con fattori che stimolano l'attivazione metabolica e la crescita. 
(4,128-130). I geni HMGA appartengono al gruppo dei cosiddetti geni precoci-tardivi 
(delayed-early responsive genes) che vengono trascrizionalmente attivati dal siero e 
da vari fattori di crescita, durante la fase G0-Gd5 del ciclo cellulare (131). 
I fattori in grado di promuovere la trascrizione del gene HMGA1 sono molteplici e 
sono riportati in tabella 1.5.1: 
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Tabella 1.5.1: Fatton che mducono l'espressione del gene HMGA1 
Molti di questi fattori inducono anche l'espressione di HMGA2; forti attivatori 
sono soprattutto il PDGF e I'FGF, che agiscono sia attraverso la Pl-3 chinasi che 
attraverso la via delle MAP chinasi (135). L'espressione della proteina HMGA2 viene 
inoltre regolata in modo post-trascrizionale. È stato infatti recentemente dimostrato 
che il miRNA-98, espresso ad alti livelli in condizioni di ipossia, ha come target l'mRNA 
della HMGA2 (136). 
L'espressione del gene Hmga2 è stata studiata in dettaglio in embrioni di topo 
(86,137). A stadi embrionali precoci, l'mRNA di Hmga2 si ritrova in tutti i tessuti, 
mentre negli stadi più avanzati dello sviluppo il profilo di espressione è ristretto in 
particolar modo a tessuti di origine mesenchimale, tra i quali il tessuto adiposo, a 
qualche cellula dello strato epiteliale e a parte del sistema nervoso (86,137). 
L'espressione del gene HMGA2 è stata inoltre studiata in Xenopus Jaevis, un 
organismo largamente utilizzato per studi di biologia dello sviluppo, in cui si è visto 
che il gene inizia ad essere trascritto ad alti livelli soprattutto dopo lo stadio di neurula 
(18,138). Il profilo di espressione in questo organismo presenta molte similitudini con 
il modello murino. Ai primi stadi di sviluppo, l'HMGA2 è espressa in tutti i tessuti 
mentre successivamente l'espressione è ristretta in particolar modo nel sistema 
nervoso centrale, nella regione ventricolare del cervello e nei derivati delle creste 
neurali (138). L'mRNA di HMGA2 di Xenopus è stato inoltre rilevato nella regione 
cardiaca, nel miocardio in via di sviluppo e nell'endocardio (138). 
Topi transgenici knock-out per il gene della Hmga2 ("1-) mostrano il cosiddetto 
fenotipo pygmy, caratterizzato da riduzione di peso alla nascita, difetti cranio-facciali 
ed una riduzione del peso negli adulti pari a circa il 40% rispetto ai topi normali c+/+) 
(139,140). Questo suggerisce che la mancata espressione di HMGA2 determini una 
diminuzione della proliferazione cellulare, soprattutto a carico delle cellule adipocitarie 
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(7). Come già citato in precedenza, topi transgenici recanti una forma tronca della 
proteina HMGA2 (priva della coda C-terminale) mostrano un fenotipo obeso, 
caratterizzato da un'alta frequenza di infiammazioni del tessuto adiposo e di lipomi 
(119,120). Sia il fenotipo pygmy che quello "gigante" sottolineano il ruolo 
fondamentale della proteina HMGA2 nel processo dell'adipogenesi (114). 
Per quanto riguarda la proteina HMGA1, topi knock-out per questo gene sia in 
omozigosi (HMGA1_1_) che in eterozigosi (HMGA1 +/-) sviluppano una ipertrofia cardiaca 
indicando che queste proteine hanno un ruolo attivo nella regolazione della crescita 
dei cardiomiociti. Questi topi mostrano inoltre disordini a livello ematologico, 
sviluppando linfomi delle cellule B e leucemie mieloidi granuloeritroblastiche (141). 
Quest'ultimo aspetto è molto sorprendente in quanto associa la mancanza della 
proteina HMGA1 con lo sviluppo di tumori, in contrasto con quanto detto fin'ora. Da 
quanto emerso sembra quindi che le proteine HMGA possano avere sia un ruolo sia 
oncogenico che oncosoppressore. 
Spermatogenesi 
Le proteine HMGA sono necessarie per la spermatogenesi. Topi chimerici 
HMGA1a+l- mostrano infatti una significativa alterazione degli organi riproduttivi 
presentando dei testicoli di dimensioni ridotte. Tali topi sono caratterizzati da una 
spiccata deficienza di cellule germinali (fino al 100%) all'interno dei tubuli seminiferi e 
presentano cellule del Sertoli vacuolate. Nei tubuli in cui sopravvivono alcune cellule 
germinali si ha comunque il blocco della maturazione in quanto sono presenti solo 
spermatogoni ma non spermatidi o spermatozoi (142). Studi di espressione in testicoli 
di topi "wild-type" hanno evidenziato che le proteine HMGA sono espresse nei nuclei di 
spermatogoni, spermatociti, spermatidi e delle cellule del Sertoli (143). 
Studi recenti hanno dimostrato che la proteina HMGA2, espressa durante la 
maturazione degli spermatogoni mitotici e degli spermatociti meiotici e postmeiotici, è 
fosforilata dalla chinasi Nek2. Nek2 è attivata nella pathway delle MAPK (mitogen-
activated protein kinase), necessaria per mantenere la cromatina condensata durante 
le due divisioni meiotiche. La fosforilazione attuata da Nek2 su HMGA2 porta al 
distacco di quest'ultima dal DNA e suggerisce un possibile coinvolgimento diretto della 
HMGA2 nella condensazione cromatinica durante la meiosi (144). 
Questi dati, nell'insieme, indicano che le proteine HMGA giocano un ruolo chiave 




La senescenza è uno stato di stabile arresto della proliferazione celluare che 
fornisce un ostacolo alla trasformazione tumorale e contribuisce all'attività 
antitumorale di alcuni chemioterapici. Cellule in senescenza possono formare le SAHFs 
(senescence-associated heterochromatic foci), delle strutture eterocromatiniche che 
prevengono l'attivazione di geni associati alla proliferazione da parte di fattori di 
trascrizione mitogenici lasciando inalterata l'espressione dei geni "housekeeping". 
Recentemente, le HMGAl ed HMGA2 sono state identificate come proteine che 
si accumulano nella cromatina di cellule in senescenza e svolgono il ruolo di 
componenti strutturali delle SAHFs contribuendo alla stabile repressione dei geni 
associati alla proliferazione. Le proteine HMGA agiscono in concerto con altri regolatori 
della senescenza per stabilizzare lo stato di senescenza. Questo aspetto apre un 
nuovo ruolo delle proteine HMGA, dando una ulteriore evidenza che tali fattori di 




Scopo della tesi 
Sin dalla loro scoperta, le proteine HMGA sono state sterttamente correlate con il 
fenotipo neoplastico. Numerosi studi hanno dimostrato che i geni HMGA risultano 
essere iper-espressi in numerosi carcinomi umani di tipo maligno (tumore della 
prostata, del seno, della tiroide, del colon, ecc.) così come risultano espressi in 
maniera aberrante in tumori mesenchimali benigni, come leiomiomi, adenomi, 
amartomi e lipomi. 
Il meccanismo d'azione di queste proteine, definite come fattori trascrizionali 
architetturali, è molteplice. 
A livello nucleare, le proteine HMGA agiscono in maniera gene-specifica, legando e 
modificando la struttura e la conformazione del DNA ed interagendo con fattori 
trascrizionali, facilitando in tal modo la formazione di complessi multiproteici 
stereospecifici che reclutano il complesso basale della trascrizione. 
Questa famiglia di proteine è inoltre in grado, mediante un legame proteina/proteina, 
di modificare l'affinità per il DNA di specifici fattori trascrizionali modulando in questo 
modo la trascrizione genica. 
Infine, le proteine HMGA promuovono l'espressione genica intervenendo nel 
mantenimento di una struttura "aperta", trascrizionalmente accessibile della 
cromatina, competendo con il legame dell'istone Hl al DNA. Le numerose 
modificazioni post-traduzionali a cui vanno incontro queste proteine contribuiscono a 
modularne le numerose funzioni. 
Per cercare di comprendere i meccanismi attraverso cui le proteine HMGA svolgono le 
loro molteplici funzioni, abbiamo deciso di focalizzare la nostra attenzione 
sull'identificazione dei partners molecolari per queste proteine. 
In particolare, in questa tesi vengono riportate l'identificazione e la caratterizzazione 
di BSAP e dell'importina a2 come interattori delle proteine HMGA. E' stata inoltre 
identificata la proteina PRMT6 come un enzima in grado di modificare la proteina 
HMGAla. Infine, e' stato avviato un nuovo approccio che, attraverso l'identificazione 






L'arginina è un aminoacido carico positivamente che media il legame idrogeno e 
le interazioni aminoaromatiche; i suoi azoti guanidinici, presenti all'interno di un 
polipeptide, possono essere modificati post-traduzionalmente a contenere uno o due 
gruppi metili. Questo processo è noto col nome di metilazione delle arginine (133). Gli 
enzimi responsabili di questa modificazione post-traduzionale sono detti in generale 
PRMT (Protein Arginine Methyl Transferase). Ad oggi, sono state identificate undici 
diverse PRMT, indicate come PRMTl-11, ma il numero è destinato ad aumentare. È 
stato infatti ipotizzato che ben l'l% dei geni presenti nel genoma umano codificano 
per metiltransferasi (146). 
Le PRMT sono state classificate come enzimi di tipo I e di tipo II (Figura 2.1.1). 
Entrambe le famiglie catalizzano la formazione di w-NG, mono-metilarginina (MMA) 
come forma intermedia. Gli enzimi di tipo I sintetizzano la w-NG, NG dimetilarginina 
asimmetrica (aDMA) mentre quelli di tipo II la w-NG, NrG dimetilarginina simmetrica 
(sOMA) (147). 
PRMTl, PRMT3, PRMT4 e PRMT6 sono enzimi di tipo I mentre PRMTS, PRMT7, PRMT9 
PRMTlO e PRMTll sono di tipo II. PRMT2 e PRMT8 sono invece prive di attività 
metiltransferasica (133,148). 
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Figura 2.1.1: Classificazione delle PRMTs. L'appartenenza al gruppo di "Tipo l" o di "Tipo Il" e' 
dipendente dal tipo di metilazione che causano (asimmetrica o simmetrica). 
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Le proteine metiltransferasi variano in lunghezza ma contengono tutte un core 
altamente conservato composto da circa 300 residui aminoacidici (Figura 2.1.2). 
All'interno di questa regione sono presenti i motivi metiltransferasici AdoMet-
dipendenti I, post-I, II e III ed infine l'invariante "loop THW" (149,150). 
Oltre al dominio metiltransferasico conservato, ogni PRMT ha una regione N-
terminale che varia in lunghezza. L'unica eccezione è data da PRMT4, enzima nel 
quale la regione variabile si trova al C-terminale (151). 
l Post Il Il THWioop 
PRMT1 l l l 361 
PRMT2 IIIH3clclrMia l 433 
PRMT3 IIZn 11noer1 l 512 
PRMT4 l l 608 
PRMT5 l 637 
PRMT6 l l l Posi l Il Ili THWioop 375 
PRMT7 [l l l Ili l l l l l l 692 
PRMTS l l l 394 
PRMT9 l F box [ l IZn finger! 843 
Figura 2.1.2: Confronto tra le strutture delle varie PRMTs. Risulta evidente l'elevata omologia e 
conservazione dei domini tra le PRMTs elencate. 
I principali targets delle PRMTs sembrano essere proteine con domini 
particolarmente ricchi in residui di glicina e arginina (GAR) (152). In genere, gli enzimi 
di tipo l, riconoscono substrati contenenti motivi GAR, fatta eccezione per PRMT4 che 
sembra avere un più alto grado di specificità, anche se non sono ancora noti motivi 
ricorrenti da esso riconosciuti. Le PRMT di tipo II, invece, metilano sia residui di 
arginina isolati che arginine presenti all'interno di motivi GAR. 
Per quanto riguarda la reversibilità del processo di metilazione a carico delle 
arginine, non è ancora stata individuata una specifica demetilasi. È stato 
recentemente caratterizzato il meccanismo della deiminazione ad opera delle proteine 
PADI (peptidyl arginine deiminase) che catalizzano la conversione dell'arginina in 
citrullina (Figura 2.1.3). Le peptidyl arginine deiminasi non sono quindi delle vere 
"demetilasi" in quanto non convertono la monometilarginina in arginina. I substrati di 
questa famiglia di proteine sono l'arginina non metilata e la monometilarginina; le 
dimetilarginine simmetriche ed asimmetriche non vengono riconosciute da questi 
enzimi (153,154). 
Il ruolo biologico delle PADI può essere duplice. In primo luogo, queste proteine 
possono convertire l'arginina non metilata in citrullina e prevenirne quindi la 
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metilazione. In secondo luogo, se l'arginina è già metilata, blocca la pathway metile-
dipendente. 







P ADI _ __ _ 
Figura 2.1.3: A: Meccanismo di deiminazione dell'arginina. B: Elenco dei diversi enzimi P ADI noti ad oggi 
e loro localizzazione subcellulare. 
Dal punto di vista biologico, la metilazione a carico dell'arginina è stata 
associata al processamento deii'RNA, alla trasduzione del segnale, alla riparazione del 
DNA ed alla regolazione della trascrizione genica. 
2.2 PRMT6 lega e metila HMGAl 
A fine di identificare le PRMT responsabili della metilazione delle proteine HMGAl, 
sono stati eseguiti degli esperimenti di metilazione in vitro, utilizzando proteine HMGA 
ricombinanti umane e murine come substrati di varie PRMT espresse in fusione con il 
GST. Come mostrato in figura 2.2.1, PRMT6 risulta essere l'unica metiltransferasi in 
grado di modificare efficientemente le proteine della famiglia HMGA (terzo pannello). 
Come controllo negativo è stato utilizzato il solo GST, mentre come controll i positivi 
sono stati impiegati GST-GAR, noto per interagire con le PRMT di tipo l, e GST-PABPl, 
substrato specifico di PRMT4. 
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Figura 2.2.1. Saggi di metilazione in vitro. a a 
t) Proteine HMGA ricombinanti sia umane (h) che 
murine (m) sono state utilizzate in esperimenti 
di metilazione in vitro con varie arginin N-
'ii' metiltransferasi (indicate a destra di ogni 
n - ..... <; pannello) espresse in fusione col GST. Le ....... 
17- ~r reazioni di metilazione sono state condotte in presenza di S-adenosii-L-(meti/-3H)metionina 
6. radioattiva. Una volta avvenuta la reazione di 
metilazione, le proteine sono state separate 
elettroforicamente mediante SDS-PAGE, 
'ii' trasferite su membrana di nitrocellulosa e poi 
n- IG'i sottoposte a fluorografia, in modo da rendere ..... .. 
~r evidente l'eventuale metilazione. La qualità e la quantità delle proteine ricombinanti utilizzate è 
6. stata controllata dopo trasferimento su 
membrana mediante colorazione con blu 
'K 
Coomassie (primo pannello). 
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PRMT6 mostra delle caratteristiche peculiari ben distine. A differenza di tutti gli 
altri membri della famiglia, infatti, è l'unica arginina metiltransferasi per cui sia stata 
dimostrata una localizzazione esclusivamente nucleare. PRMT6 è inoltre, l'unico 
enzima di questa famigl ia in grado di autometi larsi (155). Ad oggi, molto poco è noto 
circa i substrati di PRMT6. Infatti, se escludiamo la sua capacità di autometilazione, i 
soli substrati identificati finora sono la proteina Tat HIV virale (156) e la DNA 
polimerasi ~ (157). 
Identificata PRMT6 come l'enzima in grado di metilare la proteina HMGA1a, si è 
proceduto con la ricerca dei residui aminoacidici che vengono modificati da tale 
metilasi. A ta l fine, alcune forme tronche della proteina HMGA1a sono state utilizzate 
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in esperimenti di metilazione in vitro. In tale esperimento è stato utilizzato anche un 
mutante puntiforme in cui l'arginina R25 è stata mutagenizzata in alanina. Tale residuo 
è stato scelto in quanto è stato visto essere pesantemente metilato in seguito ad 
apoptosi (158) e quindi sembra essere un buon candidato per PRMT6. 
I risultati, mostrati in figura 2.2.2, mostrano chiaramente che il residuo R25 non viene 
modificato da PRMT6. Tale enzima metila I'HMGAl in una regione compresa tra i 
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Figura 2.2.2. Mappatura delle regioni di HMGA1a metilate da PRMT6. Proteina HMGA1a umana 
ricombinante full lenght (wt) e varie sue forme mutanti sono state utilizzate in esperimenti di metilazione 
in vitro con PRMT6 espresso in fusione col GST. Le reazioni di metilazione sono state condotte in 
presenza di S-adenosii-L-(meti/-3H)metionina radioattiva. Una volta avvenuta la reazione di metilazione, 
le proteine sono state separate elettroforicamente mediante SDS-PAGE, trasferite su membrana di 
nitrocellulosa e poi sottoposte a fluorografia, in modo da rendere evidente l'eventuale metilazione. GST e 
GST-GAR sono stati utilizzati rispettivamente come controllo negativo e positivo. 
Tra tali residui sono presenti solo 4 arginine, e più precisamente la R55,R57, R59ed R72 • 
Considerato che PRMT6 è una metil transferasi di tipo I e che quindi riconosce 
sequenze GAR, i residui R57 ed R59, trovandosi all'interno della consensus RGR del 
secondo AT-hook, risultano essere i migliori candidati quali residui modificati da 
PRMT6. Inoltre, come mostrato in figura 1.1.3, tali residui sono stati ritrovati metilati 
in vivo. 
Per saggiare l'ipotesi che PRMT6 sia effettivamente in grado di metilare la proteina 
HMGAla a livello dei residui R57 ed R59, tali arginine sono state mutagenizzate in 
alanine nel contesto della proteina a lunghezza completa. Tali mutanti, R57A, R59A ed 
R57,59A sono stati quindi vagliati in un saggio di metilazione in vitro. 
Come mostrato in figura 2.2.3, l'ipotesi è stata confermata. La metilazione a carico dei 
mutanti R57A (corsia 3) ed R59A (corsia 4) risulta dimezzata rispetto alla forma wild-
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type (corsia 2). Mutagenizzando entrambi i residui, la proteina HMGAl non viene più 
metilata (corsia 6). 
HMGAla 
20 
Figura 2.2.3: Ricerca dei residui amlnoacidici di HMGA1 modificati da PRMT6. Proteina HMGA1a 
umana full lenght (wt) insieme ai mutanti puntiformi indicati sono stati utilizzati in esperimenti di 
metilazione in vitro con PRMT6 espresso in fusione col GST. Le reazioni di metilazione sono state 
condotte in presenza di S-adenosii-L-(meti/-3H)metionina radioattiva. Una volta awenuta la reazione di 
metilazione, le proteine sono state separate elettroforicamente mediante SDS-PAGE, trasferite su 
membrana di nitrocellulosa e poi sottoposte a fluorografia, in modo da rendere evidente l'eventuale 
metilazione .. GST e GST-GAR sono stati utilizzati rispettivamente come controllo negativo e positivo. 
E' stato dimostrato che alcune PRMTs sono in grado di interagire con il loro substrato 
(159,160). Per verificare se anche PRMT6 si comporta in tal modo, sono stati 
effettuati degli esperimenti di Blot overlay in cui le proteine HMGA, unitamente ad 
alcuni mutanti di delezione della proteina HMGA1a, sono state incubate con lisati di 
cellule della linea HEK293 (human embryonic kidney) trasfettate con il vettore di 
espressione eucariotica pcDNA3HA-PRMT6. L'eventuale interazione è stata messa in 
evidenza mediante riconoscimento anticorpale, utilizzando l'anticorpo monoclonale a.-
HA, diretto contro l'epitopo HA della proteina di fusione HA-PRMT6. 
Come si vede in figura 2.2.4., la proteina di fusione HA-PRMT6 è in grado di 
interagire con le proteine HMGA a lunghezza completa (wt) e con il mutante di 
delezione HMGA1a 1-79 (corsie 1-4). Delezioni in N-terminale (HMGAla 34-106, 45-
106 e 45-75) non aboliscono la capacità di legame di PRMT6 (corsie 6-8), cosa che 
invece avviene per il mutante HMGA1a 1-51. Attraverso questo saggio si è ristretto il 
dominio di interazione di PRMT6 su HMGAla ad una regione compresa fra gli 
aminoacidi 51 e 75, codificanti per il secondo AT-hook e comprendenti la porzione di 
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Figura 2.2.4: Mappatura in vitro dell'interazione fra HMGA 1 a e PRMT6. 1 ll9 di proteine HMGA wifd type 
(wt) e di vari mutanti di delezione della proteina HMGA 1 a sono stati separati elettroforicamente mediante 
SDS-PAGE e successivamente trasferiti su membrana di nitrocellulosa. L'efficienza del trasferimento è 
stata controllata mediante colorazione con rosso Ponceau. Le membrane sono state poi incubate con 
lisati di cellule 293 trasfettate transientemente con 5 ll9 di vettore di espressione eucariotica pcDNA3HA-
PRMT6. Le interazioni sono state evidenziate mediante riconoscimento anticorpale, utilizzando 
l'anticorpo a-HA diretto contro l'epitopo HA espresso in fusione con PRMT6 
Con il lavoro svolto è stato quindi possibile identificare PRMT6 come partner 
molecolare della proteina HMGAla. È stato inoltre dimostrato che PRMT6 lega la 
proteina HMGAla a livello del secondo AT-hook, tra i residui aminoacidici 51 e 75 e 
che tale enzima è in grado di metilare le arginine R57 ed R59 nel contesto del secondo 
AT-hook. Questo dominio gioca un ruolo chiave nel ruolo biologico delle HMGA. Infatti, 
come già citato in precedenza, il secondo AT-hook è, tra i tre, quello maggiormente 
coinvolto nel legame al DNA ed è inoltre coinvolto nel legame con la gran parte dei 
partners molecolari finora caratterizzati (figura 1.3.3) . La metilazione a carico di 
questi residui potrebbe quindi giocare un importante ruolo nel regolare l'interazione 
proteina/proteina e proteina/DNA. La metilazione della proteina HMGAla potrebbe 
inoltre regolare la formazione di enhanceosomi, similmente a quanto accade con 
l'enhancer deii'INF-J3 che viene regolato dall'acetilazione della proteina HMGA2. 
In seguito a queste considerazioni si è deciso di utilizzare la metodica del 
doppio ibrido in lievito per individuare e caratterizzare nuovi interattori di PRMT6, 
substrati e/o proteine che ne modulano l'attività, allo scopo di comprendere meglio il 
ruolo biologico di tale proteina. L'identificazione di nuovi partners molecolari di PRMT6, 
potrebbe permettere di caratterizzare nuove proteine in grado interagire anche con le 
HMGA portando alla eventuale scoperta di nuovi enhanceosomi in grado di modulare 
la trascrizione genica. 
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2.3 Ricerca partners molecolari PRMT6 mediante doppio ibrido 
Il doppio ibrido in lievito è una tecnica che permette di vagliare l'interazione in 
vivo tra una proteina detta "esca" ed una libreria di cONA. Questa tecnica si basa sulla 
struttura modulare dei fattori di trascrizione che, in generale, possiedono almeno due 
domini: uno di legame al DNA (BD) e uno di attivazione trascrizionale (AD). Per avere 
un fattore di trascrizione funzionale, questi due domini non devono necessariamente 
essere legati tra loro in modo covalente. Se si clonano infatti due proteine che 
interagiscono, una in fusione con il BD e l'altra con il AD, si otterrà un fattore di 
trascrizione attivo in grado di attivare degli specifici geni reporter (Figura 2.3.1). 
Mancata 
.,.......;~.,. crescita 
Figura 2.3.1: Doppio ibrido in lievito. Rappresentazione schematica del sistema del doppio ibrido. Il 
fattore di trascrizione si ricostituisce nella sua forma attiva se la proteina "esca" è in grado di interagire 
con il cONA espresso in fusione con il dominio di attivazione. L'interazione tra le due chimere viene 
messa in risalto grazie alla comparsa dello specifico fenotipo dovuto all'induzione dei geni reporter 
(LEU2 e LacZ) da parte del fattore di trascrizione che viene a ricostituirsi. 
L'utilizzo della tecnica del doppio ibrido presenta numerosi vantaggi per la 
ricerca di partners molecolari, in quanto permette di vagliare la libreria in un ambiente 
intracellulare e fornisce la possibilità di discriminare gli interattori in base alla forza di 
legame. 
I passaggi fondamentali di un saggio in doppio ibrido sono riassunti in figura 
2.3.2. 
Il ceppo di lievito S. cerevisiae utilizzato, EGY48 (MATa, Trpl, Ura3, His3, 
LEU2: :LEXAop6LEU2), è auxotrofo per l'istidina, il triptofano, e l'uracile a causa di 
mutazioni nel genoma che causano la mancanza degli enzimi necessari alla loro 
sintesi. L'auxotrofia per la leucina, invece, è dovuta all'inserimento della sequenza 
LexAop all'interno della regione regolativa del gene LEU2 importante per la sintesi di 
questo aminoacido. Questo fa in modo che il gene LEU2 faccia da reporter e venga 
attivato solo in presenza di un fattore trascrizionale funzionale contenente il LexA 
binding domain come BD. Per avere un ulteriore reporter, questo ceppo di lievito è 
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stato trasformato con il plasmide pSHlS-34 che reca il gene LacZ sotto il controllo 
dell'operatore LexA e che presenta selezione per l'uracile (URA3). 
Costruzione della 
proteina di fusione 
LexA-PRMT& 
lbccoltll cloni LEU2+ 
Saggio per il LacZ 
ritnsformando le prede in 
lieviti esprimenti l'esca 
Figura 2.3.2: Yeast two hybrid flowchart. In questa figura sono riassunti i passaggi fondamentali per il 
vaglio in doppio ibrido di una libreria di cONA. 
La proteina esca 
Per poter essere utilizzata come esca, PRMT6 deve avere essenzialmente due 
requisiti: 
non deve essere tossica in lievito 
non deve avere capacità transattivante 
Per poter rispettare il primo requisito, è stato deciso, almeno per le fasi iniziali, 
di utilizzare tre tipi di strategie diverse. 
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l. PRMT6 a lunghezza completa è stata clonata nel vettore pEG202 in fusione con 
il dominio di legame al DNA LexA e sotto il controllo del promotore costitutivo 
ADH1 (alcool deidrogenasi 1). 
2. PRMT6 a lunghezza completa è stata clonata nel vettore pGILDA in fusione con 
l'operatore LexA ma sotto il controllo del promotore inducibile GALl. Questa 
strategia permette, utilizzando galattosio nel mezzo di coltura invece del 
glucosio, di esprimere l'esca solo quando richiesto ed evitare così problemi di 
tossicità 
3. Il mutante di delezione PRMT6.1.30, mancante dei primi 30 residui aminoacidici, 
è stato clonato nel vettore pEG202 in fusione con l'operatore LexA sotto il 
controllo del promotore costitutivo ADHl. L'utilizzo di questa forma tronca, che 
non intacca il dominio metil-transferasico della PRMT6, permette di evitare 
eventuali possibili tossicità della proteina esca eliminando porzioni proteiche 
meno interessanti. 
I vettori "esca" pEG202 e pGILDA contengono il gene HIS3 per la selezione in lievito. 
Tali plasmidi sono stati quindi trasformati in lievito EGY48/pSH18-34; per verificare 
la tossicità dell'esca sono stati effettuati dei controlli di espressione mediante western 
blot su 4 cloni per ogni tipo di esca, utilizzando per l'immunoriconoscimento un 
anticorpo monoclonale contro la proteina LexA. 
Come mostrato in figura 2.3.3, i quattro cloni scelti sono risultati tutti positivi 
per l'espressione della proteina di fusione LexA-PRMT6. Nei tracciati corrispondenti ai 
4 cloni indipendenti di EGY48/pSH18-34/pEG202-PRMT6, l'anticorpo ha infatti 
riconosciuto la proteina di fusione del peso di circa 70 kDa, corrispondente alla somma 
dei pesi del LexA (25 kDa) e di PRMT6 (43 kDa). L'espressione della proteina esca, 
essendo regolata da un promotore costitutivo, avviene come previsto sia in terreno 
contenente glucosio (corsie 1, 3, 5 e 7) che in terreno con galattosio/raffinosio (corsie 
2, 4, 6 ed 8). La leggera differenza di espressione che si può notare è dovuta alla 
diversa crescita dei lieviti in base al tipo di mezzo di coltura utiilizzato. 
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Figura 2.3.3: Controllo dell'espressione della proteina esca mediante Western blot. l lisati separati sono 
stati ottenuti da cellule di 4 cloni indipendenti del ceppo di lievito EGY481pSH18-341pEG202-PRMT6 e 
riconosciuti con anticorpo anti-LexA. Tutti i cloni esprimono la proteina di fusione LexA-PRMT6 (corsie 
1-8). 
Allo stesso modo, i cloni di EGY48/pSH18-34/pEG202-PRMT6d30 esprimono la 
proteina esca sia in presenza di glucosio che in presenza di galattosio/raffinosio 
(Figura 2.3.4). 
EGY 48 l pSH 18-34 l pEG202 PRMT6~30 
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Figura 2.3.4: Controllo dell'espressione della proteina esca mediante Western blot. l lisati separati sono 
stati ottenuti da cellule di 4 cloni indipendenti del ceppo di lievito EGY 481pSH 18-341pEG202 
PRMT6A30 e riconosciuti con anticorpi anti-LexA. Tutti i cloni esprimono la proteina di fusione LexA-
PRMT6A30 (corsie 1-8). 
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Lo stesso esperimento è stato eseguito anche per l'espressione di pGILDA-
PRMT6 (Figura 2.3.5). Anche in questo caso, tutti i quattro cloni sono risultati positivi 
per l'espressione della proteina esca. Inoltre è stato possibile vagliare l'effettiva 
inducibilità del sistema, in quanto l'espressione risulta assente in presenza di terreno 
contenente glucosio (corsie 1, 3, 5 e 7) mentre utilizzando il terreno 
galattosio/raffinosio si ha una decisa espressione della proteina di fusione LexA-PRMT6 
(corsie 2, 4, 6 ed 8). 
EGY 48/ pSH 18-34/ pGILDA PRMT6 
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Figura 2.3.5: Controllo dell'espressione della proteina esca mediante Western blot. llisati separati sono 
stati ottenuti da cellule di 4 cloni indipendenti del ceppo di lievito EGY48/pSH18-34/pGILDA-PRMT6 e 
riconosciuti con anticorpi anti-LexA. L'espressione dell'esca awiene in modo inducibile solo in presenza 
di galattosio (corsie 2, 4, 6 ed 8) e non in presenza di glucosio (corsie 1, 3, 5 e 7) 
Dai dati così ottenuti risulta evidente che i tre sistemi sono ugualmente validi per 
l'utilizzo in doppio ibrido. Per i successivi esperimenti si è quindi scelto di utilizzare la 
proteina PRMT6 a lunghezza completa ed espressa in modo costitutivo. 
Una volta accertata la non tossicità dell'esca, si è voluto appurare che la proteina 
esca non avesse capacità transattivante, verificando che non fosse in grado di 
promuovere la trascrizione dei geni reporter LEU2 e LacZ in assenza di una qualunque 
proteina preda. A questo scopo un clone di lievito EGY48/pSH18-34/pEG202-PRMT6 
già vagliato per l'espressione dell'esca in western blot, è stato analizzato per la 
capacità di crescita in assenza di leucina e per lo sviluppo di colore blu in presenza di 
X-Gal. Dopo 2 giorni di incubazione a 30°C non è stato osservato il fenotipo legato 
all'espressione dei geni reporter provando l'assenza di una qualisasi capacità 
transattivante nella proteina di fusione. 
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Vaglio dell'interazione con un controllo positivo 
Per accertare l'effettiva possibilità di utilizzare PRMT6 in un saggio di doppio 
ibrido, si è deciso di vagliare l'interazione con un partner già noto da utilizzare come 
controllo positivo. Dato che PRMT6 è in grado di autometilarsi (155), si è utilizzato 
PRMT6 stesso come controllo positivo. A tal fine, la ORF di PRMT6 è stata clonata nel 
vettore pJG4-5 in fusione con il dominio di transattivazione batterico 842 e sotto il 
controllo del promotore inducibile GALl. Tale plasmide, inoltre, reca il gene Trp2 per 
la selezione in lievito. Come controllo negativo si è utilizzato il vettore pJG4-5 BRD7, 
codificante per un fattore di trascrizione nucleare che non è in grado di interagire con 
PRMT6. 
Tre diversi cloni di lievito EGY48/pSH18-34/pEG202-PRMT6/pJG4-5-PRMT6 e 
EGY48/pSH18-34/pEG202-PRMT6/pJG4-5-BRD7 sono stati quindi vagliati per la 
crescita in terreno in assenza di leucina e per la colorazione blu in presenza di X-Gal. 
Come atteso, mentre nel caso di PRMT6/BRD7 non si ha l'attivazione dei geni 
reporter, l'interazione PRMT6/PRMT6 avviene in modo deciso. 
Per controllare che il risultato dell'interazione sia dovuto all'effettiva 
contemporanea espressione dell'esca e della preda, sono stati effettuati degli 
esperimenti di western blot sugli stessi cloni utilizzati per il saggio di interazione. A tal 
fine, sono stati utilizzati l'anticorpo anti LexA per identificare la proteina esca LexA-
PRMT6 e l'anticorpo anti HA per identificare l'epitopo HA presente nella proteina preda 
B42-HA-PRMT6. Come mostrato in figura 2.3.6, si ha l'effettiva espressione costitutiva 
della proteina esca (corsie 1-6) ed inoltre è confermata l'inducibilità dell'interattore 
(corsie 8, 10 e 12). 
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Figura 2.3.6: Western blot di conferma dell'espressione esca/preda. La proteina esca LexA-PRMT6 
viene espressa in modo costitutivo in tutti i cloni utilizzati per il saggio (corsie 1-6). La proteina preda 




Trasformazione della libreria di cONA 
La libreria scelta per il saggio in doppio ibrido è di cONA derivante da cervello fetale 
umano, gentilmente fornita dal Prof. Del Sal. Tale libreria è clonata nel vettore pJG4-5 
tra i siti Eco RI ed Xho l, lo stesso plasmide utilizzato per il controllo positivo. 
Per un vaglio ottimale in doppio ibrido, è necessario avere una alta rappresentatività 
della libreria in modo da vagliare il più alto numero possibile di interattori. Per questo 
motivo, è stato necessario ottimizzare l'efficienza di trasformazione della libreria nel 
lievito, in modo da poter avere più cloni possibili a parità di quantità di DNA di libreria 
utilizzata. A tal fine, sono state vagliate diverse quantità di DNA carrier da utilizzare 
nella trasformazione ad alta efficienza e le migliori condizioni hanno permesso di 
ottenere circa 28.500 cloni/J.lg di libreria. 
Per il vaglio della libreria si è deciso di utilizzare 6.4 milioni di cloni, un numero 
più che sufficiente per coprire più di 60 volte il trascrittoma di cervello fetale. 
Vaglio primario e secondario 
Una volta effettuata la trasformazione ad alta efficienza, sono stati selezionati 
solo i cloni capaci di trascrivere il gene reporter della leucina, e quindi contenenti dei 
potenziali interattori. In seguito, su questi cloni è stato effettuato un test per la 13-
galattosidasi su filtro in modo da riconfermare l'interazione. Mediante questo vaglio 
primario sono stati ottenuti 106 interattori. 
Per la riconferma dell'intrazione in vaglio secondario, il DNA plasmidico dei 106 cloni 
positivi è stato estratto ed introdotto tramite elettroporazione in batteri E. coli del 
ceppo B290. Per ogni trasformazione batterica, sono state scelte tre colonie ed il DNA 
è stato controllato per digestione con gli enzimi Eco Rl l Xho I. Per evitare eventuali 
contaminanti, per il vaglio secondario sono stati utilizzati solo i plasmidi per cui 
almeno 2 cloni su 3 recano lo stesso pattern di restrizione. I plasmidi positivi sono 
stati quindi ritrasformati su lievito EGY48/pSH18-34/pEG202-PRMT6 ed i cloni ottenuti 
sono stati vagliati per l'espressione dei geni reporter. In totale, dei 66 cloni analizzati 
in vaglio secondario, 38 sono stati riconfermati e successivamente identificati 
mediante sequenziamento. I risultati sono riportati in tabella 2.3.1. 
41 
PRMT6 
_j,'Jl '• ~ jJM,;.~.,;. ~~.· AUI,I, .... ' ' 'A '"t,.. _;;), 
~ ~ 
C4Sa, C37a, A23a, homo sapiens mediator of NM_025205 MED28 4p16 
B82b, B84a, B46a, RNA poly II transcription 
C62a, C91a, D66a, subunit 28 
OSa C73a 
A12d, A20d, B3a, huntingtin interacting NM_057484 HIPK 15q15.3 
B21a, B89b, C90a, protein k 
D l Sa 
C46a, C6a, C54b Homo sapiens NP_055629 PSMD6 3pl4.1 
proteasome (prosome, 
macropain) 265 subunit, 
non-ATPase, 11 
A7d, B4a Peroxiredoxin 4 NM 006406 PRDX4 Xp22.11 
B42b, C89a Homo sapiens NP_006182 EBPl 12q13 
proliferation-associated 
2G4 38kDa 
B17a, B20a Homo sapiens seru m NP_612430 SAALl 11p15.1 
amyloid A-like 1 
A18d PA28alpha (proteasome AAF02217 PSME 14q11.2 
activator subunit l) 
A37c Ferritina L-cha in NM_000146 FTL 19ql3.3-
ql3.4 
A4Sa Heat shock protein l NM_001540 HSPBl 7q11.23 
27KDa 
A9e RNA BINDING PROTEIN NM 014062 NOBl 16q22.3 
C3a Homo sapiens UTP6, AAH35325 UTP6 17q11.2 
small subunit (SSU) 
orocessome component 
C61b, D37a Homo sapiens NP_002406 MIF 22q11.23 
macrophage migration 
inhibitory factor 
( g lycosylation-i nh i biti ng 
factor) 
C94a Homo sapiens histidine AAH07090 HINTl Sq31.2 
triad nucleotide binding 
protein l 
D3a Homo sapiens NP_000185 HPRTl Xq26.1 




D56a Homo sapiens NP_115867 MRPL38 17q25.3 
mitochondrial ribosomal 
protein L38 
D6b Homo sapiens lactate NP_002291 LDHB 12p12.2-
dehydrogenase B p12.1 




Riconferma dell'interazione mediante GST pu/1-down. 
I cloni risultati più interessanti dal punto di vista biologico sono stati vagliati per 
l'interazione diretta. A tal fine, i cDNA a lunghezza completa codificanti per le proteine 
NOB1, HINT1, Ftl, EBP1 ed HIPK sono stati clonati in fusione con l'epitopo HA, nel 
vettore di espressione pcDNA3HA. Tali costrutti sono stati quindi trascritti e tradotti in 
in vitro in presenza di 355-Met; le proteine così marcate sono state utilizzate per dei 
saggi di GST pull-down. In questi saggi sono state impiegate le proteine ricombinanti 
GST, come controllo, GST -PRMT6 per riconfermare l'interazione e per verificare se è di 
tipo diretto, e GST-HMGA1 per vagliare la possibilità che i partners identificati per 
PRMT6 possano anche interagire eone le proteine HMGA aprendo la strada per la 
possibile identificazione di nuovi enhanceosomi. 
Come mostrato in figura 2.3.7, NOB1, HINT1, Ftl ed EBP1 risultano interagire 
in maniera specifica con GST-PRMT6 (corsie 3, 7, 11 e 15) ma non con il GST (corsie 
2, 6, 10 e 14). Nel caso di NOB1, inoltre, la proteina è in grado di interagire anche con 
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Figura 2.3.7: Riconferma dell'interazione in GST pull-down. NOB1 , HINT1 , Ftl ed EBP1 sono stati 
trascritti in vitro, marcati radioattivamente tramite incorporazione di 355-metionina ed incubati con GST, 
GST-PRMT6 e GST-HMGA1 in esperimenti di GST pu/1-down. Le proteine che hanno interagito sono 
state successivamente separate mediante SDS-PAGE e visualizzate mediante autoradiografia. ~ stato 
incluso il 25% della reazione di traduzione utilizzata negli esperimenti (input). 
Per quanto riguarda HIPK, invece, pur ottenendo un discreto numero di cloni 
interagenti in doppio ibrido, l'interazione diretta mediante GST pull-down non è stata 
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confermata. Infatti, come mostrato in figura 2.3.8, la proteina viene tradotta in vitro e 
marcata efficientemente (corsia l) ma l'interazione con GST-PRMT6 (corsia 3) o GST-
HMGAl (corsia 4) non avviene. Quanto osservato in questo caso è probabilmente 
dovuto alla presenza di un terzo partner molecolare nel nucleo della cellula di lievito 
che agisce da "ponte" per l'interazione tra le proteine "esca" e "preda". 
-
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2.4 Conclusioni. 
Figura 2.3.8: Riconferma 
dell'interazione in GST pull-
down. HIPK è stato trascritto in 
vitro, marcato radioattivamente 
tramite incorporazione di 355-
metionina ed incubato con GST, 




esperimenti di GST pu/1-down. È 
stato incluso il 25% della 
reazione di traduzione utilizzata 
negli esperimenti (input). 
Le modificazioni post traduzionali (PTMs) rappresentano oggi una nuova materia 
di studio per poter meglio definire il proteoma e comprendere a fondo il meccanismo 
biologico alla base della vita cellulare. Tra queste, la metilazione sta acquistando 
sempre più un ruolo di primo piano, in quanto è coinvolta in tutta una serie di processi 
biologici quali la trascrizione genica, il processamento deii'RNA, la trasduzione del 
segnale e la riparazione del DNA. Nonostante l'importanza di questa meccanismi, 
molto poco è attualmente noto riguardo gli enzimi responsabili di questa modificazione 
post-traduzionale. PRMT6, Protein Arginine Methyltransferase 6, è una metiltransferasi 
di recente scoperta in grado di catalizzare la formazione di mono- e di-metilarginina. 
PRMT6 è l'unica arginine metiltransferasi che presenta una localizzazione 
esclusivamente nucleare. Poco è noto riguardo questo enzima; gli unici partners 
44 
PRMT6 
molecolari ad ora caratterizzati sono la proteina virale Tat, la DNA polimerasi 13 e 
PRMT6 stesso. 
Con il lavoro svolto, è stato dimostrato che PRMT6 è in grado di legare e 
metilare la proteina HMGA1a a livello dei residui aminoacidici R57 ed R59 • Tali 
aminoacidi sono situati a livello del core del secondo AT -hook, un dominio critico in 
quanto particolarmente interessato nell'interazione proteina/proteina e proteina/DNA. 
Le proteine HMGA modulano la formazione di complessi macromolecolari 
chiamati "enhanceosomi" a livello di sequenze enhancer o promotrici. In questi 
complessi spesso intervengono enzimi in grado di modificare le proteine HMGA e/o gli 
altri componenti dell'enhnceosoma in modo da modularne la funzione. 
Nel caso di PRMT6, si sono voluti ricercare nuovi enhanceosomi metilazione-
dipendenti che coinvolgono anche le proteine HMGA. A tal fine, mediante la tecnica del 
doppio ibrido in lievito, sono stati identificati 16 nuovi partners molecolari di PRMT6. 
Di particolare importanza sono quelli a localizzazione nucleare, in quanto 
presenti nello stesso compartimento cellulare di PRMT6 e delle proteine HMGA e le 
proteine a funzione metabolica. Per questo motivo, dei sedici interattori identificati in 
doppio ibrido, solo alcuni sono stati vagliati in GST pull-down per l'interazione diretta 
sia con PRMT6 che con la proteina HMGAl. 
In totale, sono stati identificati quattro nuovi partners molecolari di PRMT6: 
EBP1, HINT1, FtL, e NOBl. Tra questi, NOB1 è risultato essere anche un interattore 
della proteina HMGAl. 
EBP1: 
Ebp1 è una proteina conservata a livello evolutivo che fa parte della famiglia PA2G4 
(161,162). A livello biologico sembra essere coinvolta nella proliferazione cellulare e 
nella differenziazione L'espressione ectopica in cellule di breast cancer porta infatti all' 
arresto della crescita cellulare ed alla induzione della differenziazione (163). Ebp1 è a 
localizzazione citoplasmatica ma, similmente per quanto accade per NF-Kb, STAT e 
sMAD, viene reclutata nel nucleo una volta attivata (164). Sebbene non siano ancora 
stati identificati geni direttamente regolati, è stato ipotizzato che Ebp1 sia un fattore 
di trascrizione o un coregolatore trascrizionale (164). È stato comunque dimostrato 
che attraverso l'interazione con Rb, Ebp1 è in grado di inibire la trascrizione del gene 




La proteina HINT1 (Histidine triad nucleotide-binding protein l) appartiene alla 
famiglia delle HIT (histidine triad), caratterizzata per la presenza di un motivo 
altamente conservato: His-X-His-X-His-X-X di legame ai nucleotidi, dove X è un 
residuo aminoacidico idrofobico (166). Per HINTl sono stati caratterizzati diversi 
partners molecolari tra cui il più interessante è CDK7, (protein chinasi ciclina 
dipendente 7), un componente del macchinario di trascrizione basale (167). È stato 
dimostrato in topi knock-out HINT1-/- o eterozigoti +/- mostrano un aumento della 
crescita cellulare, della carcinogenesi e dell'apoptosi suggerendo un ruolo di questa 
proteina come oncosoppressore (72,168). 
Ferritina-L -chain: 
La ferritina è una multiproteina a localizzazione prevalentemente citoplasmatica 
formata da 24 catene maggiori (H) e minori (L) che gioca un ruolo fondamentale 
nell'accumulo del ferro intracellulare (169). Studi recenti hanno però dimostrato che la 
ferritina ha anche una localizzazione mitocondriale e nucleare (170,171). In 
particolare, la ferritina è stata idenfiticata come nucleare in casi patologici di 
sovraccarico di ferro, in cellule neuronali tumorali ed in cellule della glia ma anche in 
casi fisiologici come in neuroni di ratto o di maiale (172-175). 
NOBl: 
NOBl è una proteina a localizzazione nucleare presente nelle cellule di fegato, 
milza e polmone che sembra essere coinvolta nel processamento deii'RNA (176). 
Di particolare interesse è il fatto che alterazioni dei geni Nobl e Nob2 sono 
state trovate in topi del tipo NZO (New Zealand obese), caratterizzati da una spiccata 
obesità e dalla resistenza all'insulina (177). 
L'identificazione della proteina Nobl come partner molecolare sia di HMGA1 che 
di PRMT6 può avere delle implicazioni nella caratterizzazione di tale fenotipo. Come 
già descritto in precedenza, le proteine HMGA sono strettamente coinvolte 
nell'adipogenesi. Topi knock-out per HMGA2 mostrano il fenotipo pygmy, 
caratterizzato da una bassa proliferazione adipocitaria. Al contrario, topi 
iperesprimenti HMGA2 mostrano un fenotipo obeso. Inoltre è stato dimostrato che la 
proteina HMGA1 è necessaria per la sintesi del recettore dell'insulina (INSR). 
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Studi futuri saranno volti a caratterizzare meglio questo aspetto, ricercando 
possibili enhanceosomi formati da PRMT6/NOB1/HMGA su sull gene del recettore 
dell'insulina e su geni specifici coinvolti nell'adipogenesi. 
2.5 Materiali e metodi. 
Purificazioni di PRMT ricombinanti 
La maggior parte delle proteine PRMT risultano essere attive se espresse come 
proteine di fusione con il GST e questo facilita l'utilizzo di tali enzimi ricombinanti in 
esperimenti di metilazione in vitro. 
Il vettore pGEX 6p-l contenente il cONA della proteina PRMT6 in fusione con il GST è 
stato utilizzato per trasformare il ceppo batterico di E. coli BL21 (DE3). Le colture 
batteriche sono state cresciute fino a densità ottica 00600=0.6-0.8, indotte on 0.5 mM 
isopropii-(3-D-iogalattopiranoside, fatte crescere per circa due ore a 37°C e poi 
raccolte. Si procede poi alla purificazione delle proteine. Le cellule batteriche vengono 
lisate in tampone di lisi (NP40 l%, EDTA SmM, lmM PMSF (fenil-metil-sulfonil-
fluoride) in PBS lX) ed il surnatante viene incubato per circa due ore con la resina 
Gluthathione Sepharose 4B (Amersham Biosciences), che permette alle proteine di 
fusione di legarsi ad essa per affinità. Trascorso questo tempo, si eseguono tre lavaggi 
della resina con PBS freddo e si procede poi all'eluizione della proteina GST-PRMT6 
con il tampone di eluizione (15 mM glutatione ridotto in 50 mM Tris pH 8 e 120 mM 
NaCI). La proteina eluita viene in seguito controllata e quantizzata mediante 
separazione elettroforetica SDS-PAGE e successiva colorazione del gel con blue 
Coomassie. La proteina ricombinante purificata viene aliquotata e mantenuta a 4°C 
per uno o due giorni. 
Saggio di metilazione in vitro 
l Jtg di proteine HMGA ricombinanti o di ciascuno dei mutanti di delezione della 
proteina HMGAla utilizzati sono stati incubati con l Jtg di proteina ricombinante GST-
PRMT6 in presenza di 5-adenosii-L-(meti/-3H)metionina radioattiva (Amersham 
Biosciences). La reazione di metilazione è stata condotta per l ora a 30°C e 
successivamente bloccata per inattivazione termica dell'enzima (95°C per 5 minuti). I 
campioni sono stati poi separati elettroforicamente su gel al 10°/o di acrilamide 
mediante SDS-PAGE e quindi trasferiti su una membrana di nitrocellulosa. La 
membrana recante i campioni proteici è stata poi trattata con una soluzione enhancer, 
che serve a potenziare il segnale del 355 altrimenti troppo debole per essere rilevato, e 
quindi lasciata asciugare all'aria. La successiva esposizione della membrana a lastra 
autoradiografica ha permesso la visualizzazione del risultato della metilazione in vitro. 
Preparazione di mutanti puntiformi 
I mutanti puntiformi HMGAla R25A, R57A, R59A ed R57,59A sono stati ottenuti 
utilizzando il QuickChange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene), seguendo le 





















I vettori pAR3038-HMGA1a R25A, pAR3038-HMGA1a R57A e pAR3038-HMGA1a R59A 
sono stati ottenuti utilizzando come stampo il vettore pAR3038-HMGA1a e, 
rispettivamente, le seguenti coppie di oligonucleotidi: R25Afor e R25Arev per 
pAR3038-HMGA1a R25A, R57Afor ed R57Arev per pAR3038-HMGA1a R57A, R59Afor 
ed R59Arev per pAR3038-HMGA1aR59A. Il vettore pAR3038-HMGA1aR57,59A è stato 
ottenuto utilizzando come stampo il plasmide pAR3038-HMGA1aR59A e gli 
oligonucleotidi R5759Afor ed R5759Arev. 
Blot overlay 
Cellule della linea 293 a sub-confluenza sono state trasfettate con 5 f.lg del vettore di 
espressione eucariotica pcDNA3HA-PRMT6, mediante la procedura convenzionale del 
calcio fosfato. 36 ore dopo la trasfezione, le cellule sono state lavate in PBS 
(Phosphate-buffered Saline) freddo e raccolte in 1 mL di tampone di lisi (50 mM Tris-
HCI pH 7.5, 150 mM NaCI, 1 mM EDTA, 0.1% NP-40) a cui sono stati aggiunti inibitori 
di proteasi e PMSF. La lisi viene condotta per 20 minuti a 4°C ed i lisati vengono poi 
chiarificati mediante centrifugazione. Il surnatante recuperato viene a questo punto 
incubato con una membrana recante le proteine ricombinanti precedentemente 
rinaturate overnight a 4°C. Trascorso questo tempo, si eseguono dei lavaggi con il 
tampone di lisi, in modo da rimuovere l'eventuale legame aspecifico, e si procede poi 
con il riconoscimento anticorpale, utilizzando l'anticorpo primario a-HA (Sigma) diretto 
contro il tag HA delle proteine iper-espresse e l'opportuno anticorpo secondario 
coniugato con la perossidasi di rafano. 
Protocolli doppio ibrido 
Trasformazione grezza 
I lieviti, cresciuti overnight in terreno con l'opportuna selezione, vengono resi 
competenti utilizzando SOOf.ll di soluzione LiAc/TE 1X.(10mM Tris/HCI pH 7.5, 1mM 
EDTA, LiAc 0.1M pH7.5) La trasformazione viene effettuata aggiungendo a 100f.ll di 
lieviti 1.5mg di DNA plasmidico, 50f.lg di salmon sperm denaturato utilizzato come 
carriere 600f.ll di PEG 40% (10mM Tris/HCI pH 7.5, 1mM EDTA, LiAc 0.1M pH7.5, 
40g/L PEG3350). Dopo shock termico ottenuto incubando 30minuti a 30°C, 15 
minuti a 42°C e 10 minuti a temperatura ambiente, i lieviti vengono piastrati su 
terreni contenenti le apposite selezioni e lasciati crescere a 30°C per 2 giorni. 
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Trasformazione ad alta efficienza 
Cellule di lievito vengono fatte crescere overnight, diluite a OD600=0.3 in SOOml di 
terreno di coltura e fatte crescere fino a OD600=1.0. Dopo averli centrifugati e lavati 
per 2 volte in H20 mQ sterile, i lieviti vengono resi competenti risospendendoli in 2 
volumi di LiAc/TE l.SX .(lSmM Tris/HCI pH 7.5, l.SmM EDTA, LiAc O.lSM pH7.5) 
Per ogni trasformazione si utilizzano SJ.lg di libreria, 180J.1g di salmon sperm 
denaturato (nelle condizioni ottimali vagliate in questo lavoro), 200Jll di lieviti 
competenti e 1200J.1I di PEG40%. Lo shock termico viene effettuato incubando la 
miscela a 30°C per 30 minuti e, successivamente, a 42°C per 15 minuti (in 
agitazione). Infine, la trasformazione viene piastrata su terreni conteneti le 
apposite selezioni e lasciata crescere a 30°C per 2 giorni. 
Western blot in lievito 
2ml di terreno di coltura vengono inoculati con ciascun clone da analizzare e si lascia 
crescere overnight a 30°C in agitazione. Le cellule di lievito vengono poi centrifugate e 
risospese in 100J.1I di tampone di caricamento (62,5mM Tris pH 6.8, 2°/o SDS, 10% 
glicerolo) a cui si aggiungono SOJ.ll di "glass beads". Dopo 10 minuti di agitazione in 
vortex per far avvenire la lisi meccanica delle cellule, i campioni vengono fatti bollire 
per 5 minuti a 94°C. Dopo centrifugazione, 15 Jll di surnatante vengono caricati su 
minigel SDS e, dopo la corsa elettroforetica, trasferiti su membrana per il successivo 
immunoriconoscimento. Gli anticorpi utilizzati sono a-LexA (mouse, Santa Cruz SC-
7544, 1:1000) ed a-mouse coniugato con la perossidasi di rafano (1:5000) 
Minipreparazione in lievito 
Un clone di lievito viene fatto crescere in 2 mi di terreno selettivo per il plasmide di 
interesse per 12 ore a 30°C. Dopo centrifugazione, i lieviti vengono risospesi in in 200 
Jll di soluzione Smash Grab (2% Triton X-100, l %SDS, 100m M NaCI, 10m M Tris/HCI 
pH 8, lmM EDTA) e lisati utilizzando 50 Jll di "glass beads" con successiva agitazione 
su vortex per 5 minuti. Successivamente si esegue una estrazione fenolo/cloroformio 
in rapporto 1:1 ed una precipitazione del DNA per 30 minuti a -80°C con NH4COOH 
(2.5 M finale) e 2 volumi di EtOH. Si prosegue con un lavaggio con etanolo 70% e, 
dopo centrifugazione il DNA viene risospeso in 100 Jll di H20 mQ 
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3. HMGA1 nello switch isotipico 
3.1 Introduzione 
Nei vertebrati superiori, la difesa immunitaria contro gli organismi patogeni 
extracellulari dipende principalmente dalla produzione di anticorpi. Durante la risposta 
immunitaria, a livello dei tessuti linfoidi periferici, l'isotipo degli anticorpi prodotti dai 
linfociti B può cambiare, in modo da avere una diversa funzione effettrice. Durante 
questo processo, chiamato cambio di classe della catena pesante delle 
immunoglobuline o più semplicemente switch isotipico, si ha una ricombinazione a 
livello del DNA che porta ad una giustapposizione del gene VHDHJH con un nuovo gene 
eH. Questo evento avviene a livello di sequenze di DNA ripetute in tandem chiamate 
regioni di switch (5) che si trovano a monte di ogni gene eH eccetto e5 formando delle 
giunzioni 511-5x (x sta per y, a., o e). Il DNA che si trova tra le due sequenze di switch 
forma un anello che viene eliminato (figura 3.1.1) (178). 
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Figura 3.1.1 Switch isotipico lgM->IgE. In seguito allo stimolo da parte delle citochine, la 
catena pesante dell'anticorpo varia per modificarne l'effetto biologico. Questo evento di 
ricombinazione è detto switch isotipico, 
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La ricombinazione del DNA è preceduta dalla trascrizione del corrispondente 
gene CH che porta alla formazione di un trascritto sterile che non viene tradotto 
(sterile germline transcript o gts). Questo evento sembra essere essenziale per il 
corretto riarrangiamento, infatti la perdita della trascrizione della gts porta ad una 
mancanza dello switch isotipico. Sia l'espressione della germline che la conseguente 
ricombinazione genica sono regolati da citochine, in concerto con attivatori linfocitari 
(179-181). 
Lo studio dei promotori delle gts è quindi essenziale per poter capire la 
regolazione dello switch isotipico. Nel caso delle immunoglobuline E, il promotore della 
gts è attivato da segnali extracellulari quali l'interleuchina 4 (IL-4) ed il CD40L e 
contiene siti di legame per alcuni fattori trascrizionali (182,183). Tra questi i più 
interessanti sono BSAP (184-186) ed HMGAl (187) (figura 3.1.2) . 
-52 ccacttttag ctgagggcac t gaggcagag cggcccccta ggtactacca tctgggcatg aattaatggt +18 
BSAP HM GAl 
Figura 3.1.2: Parte del promotore della CE gts. In verde è indicato il sito di legame di BSAP, in rosso 
quello per la proteina HMGA 1. 
BSAP (B-cell specific activator protein), è una proteina di 42 kDa codificata dal 
gene Pax-5. Come tutti i membri della famiglia Pax è caratterizzata dalla presenza di 
un dominio paired di legame al DNA e gioca un ruolo importante come regolatore delle 
prime fasi dello sviluppo (188,189). La sua espressione nei tessuti adulti, se si 
escludono i testicoli, è però limitata ai linfociti B allo stadio di pre-B, pro-B e cellule B 
mature eccetto nelle plasmacellule (190,191). BSAP è stato studiato per il suo 
coinvolgimento nel cambio di classe anticorpale. Siti di legame di BSAP sono stati 
infatti trovati a monte delle sequenze SJ.l, Sy Se and Sa e la sua overespressione porta 
ad uno switch verso le IgE in linfociti B attivati con LPS e stimolati con IL-4 e 
nicotinamide (192-195). 
Nel contesto linfocitario, è stato visto che le proteine HMGAl possono essere 
fosforilate in una via IL-4 dipendente, regolando così la loro capacità di legare il 
promotore della Ce gts (34,196). La pathway è stata in parte caratterizzata ed è 
schematizzata in figura 3.1.3 (197). 
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Figura 3.1.3: Pathway di fosforilazione IL-4 dipendente della proteina HMGA1 (197). 
3.2 La proteina HMGAl interagisce con BSAP 
Poiché i dati in letteratura evidenziano che BSAP ed HMGA1 legano specificamente su 
due siti adiacenti sul promotore della Ce germline, si è deciso di effettuare saggi volti 
a capire se le due proteine potessero interagire tra loro. A tal fine, è stato eseguito un 
saggio di GST pull-down. Come mostrato nella Figura 3.2.1, BSAP tradotto in vitro e 
marcato radioattivamente, si associa con la proteina ricombinante GST-HMGA1 (corsia 
3) ma non con il GST da solo, utilizzato come controllo (corsia 2) . Come controllo è 
stata utilizzata una quantità di BSAP pari al 25% di quella utilizzata per l'interazione 
(corsia 1). 
Questo esperimento ha quindi permesso di evidenziare, per la prima volta, la capacità 
di HMGA1 di legare la proteina BSAP. 
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Figura 3.2.1 BSAP interagisce con HMGA 1. BSAP 
tradotto in vitro e marcato radioattivamente è stato 
incubato sia con il solo GST (controllo negativo) 
(corsia 2) che con GST-HMGA1 (corsia 3). l 
complessi proteici formatisi sono stati 
successivamente risolti per SDS-PAGE e visualizzati 
mediante autoradiografia. La corsia 1 contiene il 25% 
delle reazione di traduzione in vitro utilizzata negli 
esperimenti di GST pull-down. 
Per identificare i domini di HMGAl coinvolti nell'interazione con BSAP, sono state 
generate tutta una serie di forme di delezione della proteina HMGAl (figura 3.2.2a) e 
sono state utilizzate per verificare la loro capacità di interagire con la proteina BSAP, 
trascritta e tradotta in vitro e marcata radioattivamente, in esperimenti di Farwestern. 
I risultati ottenuti, mostrati in figura 3.2.2b, confermano l'interazione con I'HMGAl ed 
inoltre dimostrano che la capacità di legame permane se vengono tolti la coda C-
terminale ed il terzo AT-hook della proteina HMGAl (proteina HMGAl 79). Allo stesso 
modo, le due proteine interagiscono se viene tolta la regione codificante per il dominio 
N-terminale ed il primo AT-hook (HMGAl A34), e la regione spaziatrice tra il primo ed 
il secondo AT-hook (HMGAl A45). La perdita del secondo AT-hook (HMGAl 51) 
abolisce completamente la capacità delle due proteine di interagire. Come ulteriore 
controllo di interazione è stata utilizzata una forma tronca codificante solo per il 
secondo AT-hook (HMGAl A45-75). 
I risultati di questi esperimenti sono riassunti in figura 3.2.1a; essi indicano 
chiaramente che è la regione comprendente il secondo AT-hook, fra l'aminoacido 45 e 
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Figura 3.2.2 Mappa tura in vitro dei domini di interazione di HMGA 1. 
A: Rappresentazione schematica delle varie proteine HMGA1 utilizzate negli 
esperimenti di Farwestern ed un riassunto della loro capacità o meno di interagire 
con BSAP. Sono indicati anche i domini funzionali della proteina HMGA 1. l numeri 
si riferiscono ai residui aminoacidici su cui è awenuta la delezione. 
B: Proteine HMGA1 wild type e mutanti sono state utilizzate in esperimenti di 
Farwestern con la proteina BSAP trascritta e tradotta in vitro con il sistema dei lisati 
di reticolociti (Promega) e marcata radioattivamente tramite incorporazione di 355-
metionina. 
BSAP è un fattore trascrizionale caratterizzato dalla presenza del paired domain, un 
dominio di legame al DNA composto da due distinti sottodomini, PAI e REO. A livello 
strutturale, questi sottodomini contengono a-eliche arrangiate secondo il motivo helix-
turn-helix (HTH) in modo da poter contattare il DNA a livello del solco maggiore. Un 
ulteriore legame al DNA avviene sul solco minore mediante un motivo 13-hairpin e dalla 
regione linker che separa i due sottodomini. La struttura bipartita del paired domain 
permette il legame di BSAP a livello della sequenza consenso 5 '-
G/ANGC/ATG/CAA/TGCGT/GG/AA/CC/A-3'. BSAP contiene inoltre un parziale 
homeodomain ed un motivo octapeptidico, entrambe altamente conservati, che 
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mediano l'interazione con altre proteine. Infine, nella regione C-terminale, è presente 
un dominio di transattivazione. La struttura della proteina è schematizzata nella 
Figura 3.2.3a. 
Al fine di identificare la regione responsabile dell'interazione con HMGAl sono stati 
creati, mediante PCR, e clonati nel vettore pGEX4Tl, alcuni mutanti di delezione di 
BSAP, come riportato in Figura 3.2.3a. 
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Figura 3.2.3 Mappatura in vitro dei domini di interazione di BSAP. 
A: Rappresentazione schematica delle varie forme di delezione della proteina 
BSAP utilizzate negli esperimenti di GST pu/1-down ed un riassunto della loro 
capacità o meno di interagire con HMGA 1. l numeri in alto si riferiscono ai residui 
aminoacidici corrispondenti ai singoli domini di BSAP. 
B: Proteine BSAP wild type e mutanti di delezione sono state utilizzate in 
esperimenti di GST pu/1-down con la proteina HMGA1 espressa nelle cellule 
HEK293. L'avvenuta interazione è stata visualizzata mediante anticorpi anti-
HMGA1 . 
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Le proteine ottenute sono state purificate e utilizzate per un saggio di GST pull-down 
in vivo su lisati di cellule 293, scelte in quanto contengono alti livelli di HMGAl 
endogena. L'interazione è stata identificata mediante western blot utilizzando anticorpi 
anti-HMGAl. Come riportato in figura 3.2.3b, i risultati mostrano che progressive 
delezioni C-terminali di BSAP (BSAP 300, BSAP 200 e BSAP 150) non influenzano la 
capacità di legame su HMGAl (corsia 6, 5 e 4). La delezione del paired domain, 
invece, porta ad una totale perdita dell'interazione (corsia 3). Come controllo sono 
stati utilizzati lisati cellulari di 293 (corsia l) e GST (corsia 2). 
Nel loro insieme, questi dati dimostrano che HMGAl lega il paired domain di BSAP, 
suggerendo che HMGAl possa avere un importante ruolo nella regolazione della 
capacità di legame al DNA di BSAP. 
3.3 HMGAl media il distacco di BSAP dal DNA. 
Per cercare di comprendere a livello molecolare come potesse esplicarsi l'effetto 
dell'interazione di HMGAl su BSAP a livello del promotore della C& gts, è stato 
eseguito un esperimento di EMSA, verificando l'effetto della proteina HMGAl wild type 
ricombinante sul legame di BSAP al DNA. 
Come mostrato in figura 3.3.1., quantità crescenti della proteina di fusione GST-BSAP, 
danno origine ad un complesso proteina-DNA dose-dipendente con un oligonucleotide 
derivato dal promotore della C& gts e contenente il dominio di legame per BSAP. 
(lgEwt) (corsie 2-4). Questo complesso risulta essere specifico, dato che subisce 
competizione da parte di un eccesso molare di sonda IgEwt non marcata (corsia 5). 
L'aggiunta di quantità crescenti di proteina HM GAl (corsie 6-8) inibisce 
completamente la formazione del complesso BSAP-DNA, che scompare 
completamente già aggiungendo basse quantità di HMGAl (corsia 6). 
Il legame di HMGAl su BSAP porta quindi al distacco di BSAP dal suo sito di legame a 
livello del promotore della C& gts. Considerato che il legame di HMGAl avviene sul 
paired domain di BSAP, cioè il suo dominio di interazione al DNA, si può ipotizzare che 
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----+------------- + ++ +++ +++ +++ +++ +++ 
l 2 3 4 5 6 7 8 
Figura 3.3.1. HMGA 1 interferisce con il legame di BSAP sul promotore della Ce gts. Quantità crescenti 
(0.25, 0.5, e 1 pmoli, corsie 2-4, rispettivamente) di proteina di fusione GST-BSAP sono state incubate 
con l'oligonucleotide lgEwt marcato radioattivamente mediante "?2P-dATP in un esperimento di tipo 
EMSA. La competizione è stata condotta sulla quantità massima di GST -BSAP utilizzata, impiegando 
un eccesso molare pari a 100 volte di sonda lgEwt non radioattiva (corsia 5) Quantità crescenti di 
HMGA2 (4, 8 e 12 pmoli, corsie 6-8, rispettivamente) sono state incubate con la massima quantità di 
GST-BSAP. Nella corsia 1 è mostrata la migrazione della sonda libera. 
Visti i dati ottenuti dall'esperimento di EMSA, è stato valutato se l'interazione fra 
HMGAl e BSAP potesse avere un riscontro funzionale sulla attivazione del promotore 
della Ce gts. È stato quindi utilizzato un vettore reporter in cui 192 bp del promotore 
umano della Ce gts, comprendenti i siti di legame di BSAP e di HMGA1, sono state 
clonate a monte del gene della luciferasi e ne è stata valutata l'attività in saggi di 
cotrasfezione assieme a vettori di espressione per BSAP e per HMGAl. Come si può 
vedere in Figura 3.3.2, la trasfezione transiente di cellule della linea Hela con il 
vettore di espressione pcDNA3HA-BSAP determina un deciso aumento nell'attività del 
reporter (istogramma 1), in accordo con quanto riportato in letteratura (198). Questa 
attivazione risulta essere annullata in seguito alla cotrasfezione di quantità crescenti 
del vettore di espressione per HMGA1 (istogramma 2, 3 e 4). L'effetto della HMGA1 
sul promotore della Ce gts è risultato essere specifico in quanto mutando il vettore 
reporter a livello del sito di legame per la HMGA1, e più precisamente modificando la 
sequenza di legame deii'HMGA da AATTAA ad AACCAA, non si ha più l'effetto 
repressorio (Figura 3.2.6) 
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Promoter: l 1-tgaggcagagcggccccctaggtactaccatctgggcatgaattaatggt-1 l 
20 
= o 15 ·-..... C,, = l ~ wt j "' 10 = ......
"' 5 -o ~ 
o 
l 2 3 4 
BSAP + + + + 
HM GAl l + ++ ++++ 
Figura 3.3.2: . L'iper-espressìone dì HMGA1 contrasta l'attivazione trascrìzìonale prodotta da BSAP. 
Il gene della lucìferasì è stato posto sotto il controllo trascrìzìonale del promotore "wìld-type" della Ce gts, 
indicato in alto. In verde è raffigurata la sequenza consensus riconosciuta da BSAP, in rosso quella di 
HMGA 1. Cellule della linea H e La sono state trasfettate con 1 f.lg del costrutto reporter pGL2e -162 
(istogrammì 1-4), 1 f.lg del vettore dì espressione pcDNA3HA-BSAP (istogrammì 1-4) e 1 , 2 o 4 f.lg del 
vettore di espressione pcDNA3HA-HMGA1 (istogrammi 2-4). l valori sono riportati come attività 
lucìferasica relativa. Le deviazioni standard sono state calcolate per esperimenti condotti in triplo. 
Promoter: l 1-tgaggcagagcggccccctaggtactaccatctgggcatgaaccaatggt-1 l 
30 
= 25 o 
20 ·--C.J = 15 "C 
= 10 ~ 

















Figura 3.3.3: Esperimenti di trasfezìone analoghi a quelli effettuati nella figura 3.3.2 sono stati condotti 
con il costrutto reporter mutagenìzzato per la sequenza consensus per HMGA 1 (mostrata in alto). 
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Per poter infine caratterizzare meglio il ruolo biologico dell'interazione si è deciso di 
utilizzare un sistema minigenico. L'uso di un sistema genico artificiale si è reso 
necessario in quanto linee cellulari linfocitarie trattate in laboratorio sono già andate 
incontro a stimolazione antigenica e quindi allo switch isotipico. In tale condizioni 
diventa quindi difficile discriminare lo switch isotipico indotto da BSAP ed il ruolo che 
svolgono le proteine HMGA in questo contesto. A tal fine è stato quindi costruito un 
plasmide derivante da Bluescript, contenente nell'ordine il gene per la Neomicina, da 
utilizzare per la formazione di linee cellulari stabili, il promotore ~ Prom, la sequenza 
di switch SI!, il gene della timidina chinasi TK che funge da spaziatore, il promotore e 
Prom ed infine la sequenze di switch Cs (figura 3.3.4). 
Tale plasmide verrà co-trasfettato su una linea di linfociti B insieme ad un vettore di 
espressione per la proteina BSAP. In seguito a stimolazione con IL4 e CD40L verrà 
quindi saggiato lo switch isotipico utilizzando due strategie. La prima prevede l'utilizzo 
dei primers T7 e T3 presenti sul vettore Bluescript in un esperimento di PCR: in 
seguito a ricombinazione si ha l'eliminazione del gene della timidina chinasi e quindi 
l'accorciamento della sequenza del vettore. La seconda strategia sfrutta i primers 51 
ed 52 (figura 3.3.4) che, essendo giustapposti, non portano ad amplificazione in caso 
di mancata ricombinazione. In caso di switch isotipico, invece, il gene della timidina 
chinasi viene exciso con la formazione di un anello di DNA ed i primers, in questo 
caso, saranno in grado di produrre un amplificato in PCR. 
Successivamente, verrà vagliato mediante co-trasfezione il ruolo delle proteine HMGA 
nello switch isotipico. 
Kpni Hindi// BamHI Noti 
T7 /~ Sl -- Neo TK 
0.8Kb 1.8Kb 1.4Kb 
T7 T3 - ---J.1 Switch & Switch 
Figura 3.3.4: Sistema minigenico. Per vagliare l'effettivo ruolo della proteina HMGA1 nello switch 
isotipico, verrà utilizzato un sistema genico artificiale. La ricombinazione verrà visualizzata mediante PCR 
utilizzando i primers T? e T3 presenti sul vettore o i primers 51 ed S2 presenti sul gene della TK. 
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3.4 Conclusioni. 
Con il lavoro eseguito finora, è stato analizzato un nuovo ruolo fisiologico della 
proteina HMGA1 nel controllo dello switch isotipico dei linfociti B, ed il particolare nel 
cambio di classe da IgM ad IgE. Dati di letteratura, mostrano che HMGA1 lega il 
promotore della CE germline vicino al sito di legame di BSAP (B celi Specific Activator 
Protein), suggerendo un possibile ruolo combinato di queste due proteine nella 
modulazione dello switch isotipico da IgM ad IgE. Con gli esperimenti eseguiti si 
dimostra, per la prima volta, che HMGA1 può direttamente interagire con BSAP. I 
domini di interazione sono stati caratterizzati, dimostrando che il secondo AT -hook 
della proteina HMGA1 interagisce con BSAP a livello del dominio PAIRED. Questo tipo 
di interazione risulta essere molto interessante, in quanto avvenendo sul dominio di 
legame al DNA di BSAP, porta ad un rilascio di BSAP dal suo sito consensus sul DNA. 
Tale ipotesi di effetto competitivo è stato confermato in saggi di EMSA. Inoltre, 
mediante saggi di attività del promotore su un gene reporter della luciferasi, è stato 
dimostrato che tale interazione risulta in una specifica repressione del promotore Ce 
gts da parte delle proteine HMGAl. 
Nel contesto immunitario, la proteina HMGA1 viene fosforilata nella via di trasduzione 
del segnale mediata dal recettore deii'Interleuchina 4, una citochina coinvolta nello 
switch da IgM ad IgE (34). In seguito alla fosforilazione si ha una regolazione 
dell'affinità di legame al DNA di HMGA1 e questo potrebbe spiegare il meccanismo di 
modulazione dello switch operato da HMGAl. Se la proteina è defosforilata, si ha il 
legame sul promotore della CE germline, l'interazione con BSAP e la conseguente 
repressione. In seguito a fosforilazione invece si ha un rilascio della proteina dal sito di 
legame al DNA e la perdita dell'effetto repressorio. HMGA1 potrebbe essere quindi 
"l'interruttore" che regola, in accordo con segnali extracellulari, lo switch isotipico 
BSAP dipendente. Tali dati sono supportati dal fatto che topi knock-out per il gene 
delle HMGA1, presentano disturbi a livello linfocitario (199). 
Questo studio apre una nuova frontiera nella lotta alle allergie. Questo tipo di 
patologia è infatti generalmente provocato da una eccessiva produzione di 
immunoglobuline di tipo E (IgE) e spesso porta ad esiti fatali per il paziente. È stato 
calcolato che in Italia il 10% delle persone sono affette da allergie. Strategie atte a 
bloccare la fosforilazione delle HMGA1 potrebbero quindi essere utilizzate per lo 
sviluppo di nuovi farmaci anti-allergici. 
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Questo progetto è stato svolto in collaborazione con il laboratorio di Immunologia del 
Prof. C. Pucillo presso il DSTB (Dipartimento di Scienze e Tecnologie Biomediche) -
Università degli Studi di Udine. 












5'-AAT GAA TTC CAG CAG CCC CCC A -3'(Eco RIJ 
5'-ATC TCT CGA GTC AGT GGC GGT C-3' (Xho I) 
5'- AGA TTA CGC TGG ATC CGA ATTC -3' (Eco RIJ 
5'- AAT CTC GAG TTA CGG CTG AAT GGG -3' (Xho I ) 
5'- GCT CTC GAG TCA CCT CTT GCG TTT-3' (Xho l) 
5'-ATT CTC GAG TTA CTG TGG GCC TGG-3' (Xho I) 
5'-CTA CCA TCT GGG CAT GAA CCA ATG GTT ACT AGA GAT-3' 
5'-GTG AAT CTC TAG TAA CCA TTG GTT CAT GCC CAG ATG-3' 
Tabella 3.5.1: Primers utilizzati in questo lavoro. 1 siti di restrizione incorporati per i successivi clonaggi sono 
sottolineati ed il nome dell'enzima è indicato tra parentesi. 
Il vettore pGEX4TlBSAP era già disponibile presso il laboratorio. I mutanti di 
delezione pGEX4TlBSAPD144, pGEX4TlBSAP150, pGEX4TlBSAP200, 
pGEX4TlBSAP300 sono stati creati via PCR utilizzando come stampo il vettore 
pGEX4TlBSAP e come primers rispettivamente BSAPD144UP e BSAPD144DW, BSAPUP 
e BSAPlSOdw, BSAPUP e BSAP200DW, BSAPUP e BSAP300DW. Dopo purificazione e 
restrizione mediante gli enzimi indicati tra parentesi in tabella 3.5.1, i frammenti di 
PCR sono stati legati sul vettore pGEX4Tl precedentemente ristretto mediante Eco RI 
ed Xho I e defosfatato. I cloni ottenuti sono stati controllati mediante sequenziamento 
automatico. 
Il vettore pGL2 e -162 è stato ottenuto mediante clonaggio dal vettore pXP2E162LUC 
fornito dalla Prof. Stavnezer utilizzando i siti di restrizione Sal I e Bgl II sul plasmide 
pGL2basic. Il vettore pGLe-162mut è stato creato utilizzando il "site directed 
mutagenesis kit" della Stratagene ed i primers MUTfor e MUTrev. 
I vettori pcDNA3HAHMGAlb e pGEX3XHMGAlb erano già disponibili presso il 
laboratorio. 
GST pu/1-down 
Il saggio di GST pull-down è stato eseguito incubando per 2 ore SJ.Lg di proteina 
ricombinante (GST e GST-HMGAlb) legata alla resina con lOJ.LI di BSAP 
trascritto/tradotte in vitro e marcato radioattivamente con 35S-Met, utilizzando 200J.LI 
di tampone di legame (25 mM HEPES pH 7.9, 50 mM NaCI, l mM DTT, 0.01% NP-40). 
Successivamente, le proteine legate alla resina sono state lavate due volte utilizzando 
il tampone di legame contenente 0.25% di BSA e due volte con il tampone di legame 
privo di BSA. Le proteine sono state quindi caricate su gel SDS-PAGE (12°/o) e 
sottoposte ad autoradiografia. 
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GST pull-down in vivo 
Sx106 cellule 293 esprimenti alti livelli di HMGA1 endogena sono state lisate in 500~1 
di tampone PD1 (300mM Nacl, SOmM Tris pH 7.5, O.S0/o NP40, 10°/o glicerolo, 1mM 
PMSF) per 20 minuti in agitazione a 4°C. Dopo centrifugazione, al surnatante 
contenente le proteine sono stati aggiunti SOO~I di tampone PD2 (SOmM Tris pH 7.S, 
O.S% NP40, 10°/o glicerolo, 1mM PMSF). 
SOO~I di lisati sono stati incubati a 4°C in agitazione per 2 ore con S ~g di ciascuna 
delle proteine ricombinanti GST, GST-BSAPL\144, GST-BSAP1SO, GST-BSAP200 e GST-
BSAP300 immobilizzate su resina Glutatione-sefarosio. 
Dopo 5 lavaggi in tampone PD3 {lSOmM Nacl, SOmM Tris pH 7.S, O.S% NP40, 10% 
glicerolo, lmM PMSF), le proteine sono state separate su gel SDS-PAGE, trasferite su 
membrana di nitrocellulosa mediante western blot ed infine riconosciute mediante 
anticorpo anti-HMGAl. 
Far Western 
l ~g di ciascuna delle proteine ricombinanti HMGAl sono state separate mediante 
SDS-PAGE e trasferite su di una membrana di nitrocellulosa mediante Western 
Blotting. Le proteine sono state successivamente denaturate in 6M guanidinio 
idrocloruro (GuHCI) per 10 minuti in HBB buffer (10 mM Hepes pH 7.S, 60 mM KCI, l 
mM EDTA, l mM DTT). Le proteine sono state poi rinaturate in HBB buffer contenente 
concentrazioni progressivamente decrescenti di GuHCI. La membrana è stata 
successivamente incubata per un ora con HBB buffer a cui si aggiunge S% latte in 
polvere e 0.5% NP-40 e poi incubata con la proteina tradotta in vitro e radioattiva in 
incubation buffer (1S mM Hepes pH 7.S, 13 mM NaCI, SO mM KCI, lmM DTT, 1% latte 
in polvere, O.S% NP-40) per 4 ore o overnight a 4°C. Le proteine che non hanno 
interagito vengono eliminate mediante lavaggi di 30 minuti ciascuno nel medesimo 
buffer. L'interazione viene poi visualizzata mediante autoradiografia. 
EMSA 
Il saggio EMSA si basa sulla capacità delle proteine leganti il DNA di rallentare la 
mobilità elettroforetica delle sequenza oligonucleotidiche a doppio filamento alle quali 
si legano. 
La marcatura radioattiva degli oligonucleotidi avviene grazie all'enzima 
polinucleotidilchinasi (PNK), che permette di marcare l'estremità S' di oligonucleotidi 
sintetici (privi del fosfato) utilizzando (y-32P)ATP. 
Varie quantità della proteina GST -BSAP sono state in cubate con il DNA-sonda 
radioattivo in 20 ~l finali di binding buffer (20 mM Hepes pH 7.9, SO mM KCI, 1 mM 
MgCI2, 0.1 mM EDTA, S mM DTT, 0.2S mg/mL di BSA, 4% glicerolo). Per esperimenti 
di competizione, è stato aggiunto alla reazione di legame un eccesso molare di 100 
volte dell'oligonucleotide wild type non radioattivo. A seconda degli esperimenti, sono 
state aggiunte alla miscela di reazione diverse quantità della proteina ricombinante 
HMGA1 nelle quantità indicate. Dopo un'incubazione di 20 minuti a temperatura 
ambiente, i campioni sono stati caricati su un gel nativo di poliacrilamide al 6% in 
O.SX TBE Maniatis. La migrazione elettroforetica è stata condotta a 4°C a 1SV/cm. Al 
termine della corsa, il gel è stato essiccato su carta 3MM (Whatman), esposto 
generalmente overnight su lastra autoradiografica (Hyperfilm MP; Amersham 
Biosciences) a -80°C e, quindi, sviluppato. 
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L'oligonucleotide utilizzato per gli esperimenti di bandshift è (solo uno dei due 
filamenti è riportato): 
IgEwt s•-CTGAGGCAGAGCGGCCCCCTAGGTACTACCATCTGGGCAT -3• 
Saggi attività gene reporter 
SX105 cellule della linea HeLa sono state seminate in piastre Petri da 60 mm di 
diametro e trasfettate 6 ore più tardi con il metodo standard del calcio fosfato. Questo 
metodo sfrutta il fatto che l'assunzione di DNA esogeno, da parte di cellule 
eucariotiche in coltura, è notevolmente incrementata quando l'acido nucleico viene 
presentato come fine precipitato di calcio fosfato-DNA (che nel suo scheletro contiene 
gruppi fosfato). Anche se il meccanismo rimane oscuro, si pensa che il DNA trasfettato 
entri nel citoplasma delle cellule mediante endocitosi e poi sia trasferito nel nucleo. 
Per ogni campione viene preparata la seguente miscela: almeno 5 J.lg di DNA 
plasmidico, 14.5 J.ll CaCh 2.5 M, H20 fino a 133 J.ll finali. La miscela viene poi aggiunta 
goccia a goccia a 133 J.ll di HBS 2X (50 mM Hepes, 1.5 mM Na2HP04, portare a pH 
7.12 con NaOH) e lasciata a temperatwra ambiente per 30-40 minuti in modo da 
permettere la formazione dei precipitati. Dopo 16 ore dalla trasfezione, i precipitati, 
che altrimenti potrebbero risultare tossici, vengono rimossi mediante lavaggi delle 
cellule con PBS. Le cellule vengono poi processate 36 ore dopo la rimozione dei 
precipitati. Per i saggi di luciferasi riportati in questa tesi, le cellule sono state 
trasfettate con l J.lg del vettore reporter, con varie quantità (vedere didascalie figure) 
dei vettori di espressione eucariotica e con 0.1 J.lg del vettore di espressione per la 
luciferasi di Reni/la reniformis pRL-CMV (Promega), per la normalizzazione 
dell'efficienza di trasfezione. Come gene reporter abbiamo utilizzato il gene della 
luciferasi di lucciola (Photinus pyralis); la proteina codificata, che non richiede 
modificazioni post-traduzionali, catalizza l'ossidazione della luciferina di coleottero, in 
una reazione che richiede anche ATP, Mg2+ ed 0 2 e che viene accompagnata da 
un'emissione luminosa, rilevabile attraverso uno strumento detto luminometro. 
Questo sistema, oltre alla rapidità, garantisce anche una notevole sensibilità, dato che 
permette di rilevare quantità di enzima inferiore ad l fg. Le reazioni catalizzate dalle 
due luciferasi possono essere discriminate non solo perché i due enzimi hanno diversa 
struttura, ma anche perché necessitano di substrati diversi: la luminescenza liberata 
dalla reazioni catalizzata dalla luciferasi di lucciola può venir smorzata attivando 
contemporaneamente l'emissione di luce prodotta per azione della luciferasi di Reni/la 
reniformis; quest'ultima è in grado di ossidare rapidamente la luciferina del 
celenterato (celenterazina), generando così un segnale luminoso che si estingue molto 
lentamente. 
I saggi di attività luciferasica sono stati eseguiti con il Dual-luciferase reporter assay 
system (Promega), seguendo le istruzioni riportate dal produttore. 
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4. Studio importazione nucleare di HMGA2 
4.1 Introduzione 
Le proteine HMGA sono nucleari e, così come per altre proteine che risiedono nel 
nucleo, è necessaria l'esistenza di un meccanismo di importazione che prevede la 
presenza di apposite sequenze di localizzazione nucleare (NLS) e di un complesso 
proteico in grado di riconoscere tale sequenza e di portare attivamente la proteina 
"cargo" nel nucleo. Nonostante l'ampia caratterizzazione del ruolo delle proteine 
HMGA nel nucleo, il meccanismo di importazione nucleare di questa famiglia proteica 
è ancora sconosciuto. 
Segnali di importazione nucleare di molte proteine sono noti da tempo: queste 
sequenze sono composte da residui aminoacidici carichi positivamente e possono 
essere ricondotte essenzialmente a due categorie, a seconda della disposizione ed 
estensione degli aminoacidi che le compongono: 
Segnali monopartiti: il prototipo di questo tipo di segnale è costituito dal NLS del 
Large-T-Antigen di SV40, ed è composto da un breve raggruppamento (cluster) di 4-
6 residui aminoacidici basici: (K/R)4_6 (200). 
Segnali bipartiti: come nel caso della Nucleoplasmina, questo tipo di segnale è 
costituito da due clusters basici più piccoli separati da una dozzina circa di residui 
aminoacidici: (K/Rh X ... 12 (K/Rh-4 (201). 
Il meccanismo di importazione nucleare prevede l'interazione della NLS della proteina 
da traslocare nel nucleo con l' importina 13 da sola o, a seconda del "cargo", mediante 
un adattatore proteico dato dall'importina a (202,203). Questo complesso ternario 
viene stabilizzato dal legame di Ran-GDP. Successivamente, l'importina 13 media il 
legame di questo complesso su di un sito di ancoraggio a livello del complesso del 
poro nucleare (NPC) e si ha la traslocazione all'interno del nucleo. Una volta avvenuta 
l'importazione nucleare, la proteina Ran-GEF media lo scambio del GDP con GTP su 
Ran, evento che catalizza la dissociazione del complesso e la librerazione della 
proteina "cargo" (figura 4.1.1) (204). 
64 
Studio importazione nucleare di HMGA2 
Citoplasma 
Nucleo 
Figura 4.1.1: Meccanismo di importazione nucleare. L'importina-a fa da 
adattatore per il legame del cargo sull'importina-~. Con il legame al complesso di 
Ran-GDP, si ha la traslocazione nucleare. Successivamente, lo scambio del GDP 
con GTP catalizza la dissociazione del complesso e la liberazione della proteina 
cargo nel nucleo. 
4.2 Il secondo AT-hook è necessario per la localizzazione nucleare. 
Il fattore architetturale HMGA2 è una proteina nucleare che in seguito alla sua 
traduzione, che avviene nel citoplasma, viene trasportata nel nucleo. 
Allo scopo di individuare e caratterizzare il segnale di localizzazione nucleare della 
proteina HMGA2 umana, sono stati generati diversi costrutti di delezione in C-
terminale della proteina stessa. Per l'espressione in cellule eucariote di questi 
costrutti, è stato scelto il vettore plasmidico pHM829 che presenta a monte del sito 
multiplo di clonaggio (MCS) il gene della proteina 13-galattosidasi mentre a valle porta 
la cornice di lettura della proteina verde fluorescente GFP (Green Fluorescent Protein) 
derivata dalla medusa Aequorea victoria. Costrutti clonati nel MCS ed espressi 
generano proteine di fusione con GFP, il che ne permette, dopo fissaggio su vetrino ed 
osservazione al microscopio a fluorescenza, di valutarne la localizzazione 
intracellulare. Rispetto ai classici vettori pEGFP, questo plasmide utilizza la 13-
galattosidasi per aumentare il peso molecolare delle proteine di fusione in modo da 
prevenire fenomeni di diffusione passiva. 
Un totale di 5 costrutti è stato utilizzato in questa prima parte di esperimenti (Figura 
4.2.1a): HMGA2 1-109 (a lunghezza completa), HMGA2 1-83 (mancante del dominio 
C-terminale acidico ma che conserva integri i 3 domini leganti il DNA), HMGA2 1-73 
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(mancante anche del terzo AT-hook), HMGA2 1-54 (privata anche della regione tra il 
secondo e il terzo AT-hook), e HMGA2 1-43 (privata anche del secondo AT-hook). Il 
criterio di scelta delle lunghezze di questi costrutti si è basato, tra l'altro, sulla 
posizione delle giunzioni intronijesoni del gene. 
Come modello cellulare in cui saggiare l'importazione nucleare è stato scelto il sistema 
dei fibroblasti murini NIH-3T3, dove normalmente vengono espresse le proteine HMGA 
(131). Le cellule sono state trasfettate con il vettore plasmidico secondo il metodo del 
calcio fosfato e sono stati prodotti vetrini per l'osservazione della localizzazione di 
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Figura 4.2.1: Il secondo AT-hook della proteina HMGA2 è necessario per la localizzazione nucleare. A: 
Schema dei mutanti di delezione in C-terminale in fusione con ~-gal e GFP utilizzati per l'esperimento. B: 
Microscopia confocale che mostra cellule NIH-3T3 trasfettate con i costrutti. l mutanti di delezione che 
conservano il secondo AT-hook (1-83, 1-73, 1-54) hanno una localizzazione esclusivamente nucleare come 
la proteina wild-type (1 -109). Il mutante di delezione 1-43, che mantiene solo il primo AT-hook è 
citoplasmatico come il vettore vuoto. C: Western blot a-GFP per vagliare l'effettiva espressione delle 
proteine di fusione utilizzate. 
I vetrini sono stati osservati al microscopio confocale : in rosso vengono visualizzati 
tutti i nuclei marcati con propidio ioduro mentre in verde è possibile valutare la 
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localizzazione subcellulare della proteina in fusione con GFP. I mutanti di delezione C-
terminale HMGA2-83, -73, e -54, che conservano il secondo AT-hook, mantengono la 
localizzazione nucleare mentre il mutante HMGA2-43 che presenta solo il primo AT-
hook assume localizzazione principalmente citoplasmatica (Figura 4.2.1b). Per 
controllare le proteine di fusione prodotte, sono stati effettuati dei lisati cellulari totali 
delle cellule trasfettate che sono stati quindi analizzati in SDS-PAGE, trasferiti su 
membrana e riconosciuti con anticorpi anti-GFP. Il risultato dei western blot ha 
permesso di confermare l'effettiva espressione dei costrutti di delezione della proteina 
HMGA2 in quanto i pesi molecolari di queste proteine di fusione sono risultati corretti 
(Figura 4.2.1c). 
Mediante questi esperimenti la sequenza di localizzazione nucleare è stata 
ristretta ad una regione di 11 aminoacidi corrispondente al secondo AT-hook. È 
interessante notare che la proteina HMGA2, come tutti i membri della famiglia delle 
proteine HMGA, possiede tre domini AT-hooks di sequenza molto simile. Nel caso della 
localizzazione nucleare, il terzo dominio non sembra essere coinvolto (il mutante di 
delezione 1-73 che manca del terzo AT-hook è nucleare) mentre il primo AT-hook non 
è sufficiente per la localizzazione nel nucleo (mutante HMGA2 1-43). Dai dati così 
ottenuti appare evidente il ruolo chiave svolto dal secondo AT-hook come sequenza di 
localizzazione nucleare. 
Per confermare che il secondo AT-hook sia effettivamente necessario per 
l'importazione nucleare, sono stati creati dei mutanti puntiformi in cui i residui 
aminoacidici basici di tale dominio sono stati progressivamente mutagenizzati in 
alanina (HMGA2 m52, m53, m54 ed mSS). Come controllo è stato utilizzato il 
costrutto HMGA2 mT6, in cui i sei residui basici del terzo AT-hook sono stati 
mutagenizzati in alanina (Figura 4.2.2). Tali costrutti sono stati clonati in fusione con il 
GFP nel vettore pEGFP e la localizzazione e' stata identificata mediante microscopia 
confocale. 
EGFP AT-hook AT-hook Localizzazione 
~3 Il ~ ~3 111 ~3 
HMGA2wt .. PSPKRPRGRPKGSKN. • • • ATGEKRPRGRPRKWPQQ. • N 
HMGA2 mS2 .. ---AA----------. . ----------------- N>C 
HMGA2 mS3 .. ---AA-A--------. . ----------------- N>C 
HMGA2 mS4 .. ---AA-A-A------. . ----------------- N=C 
HMGA2 mS5 .. ---AA-A-A-A----. . ----------------- N=C 
HMGA2 mT6 --------------- .. ----AA-A-A-AA----. . N 
Figura 4.2.2: Mutanti puntiformi utilizzati per vagliare il secondo AT-hook della HMGA2 umana come 
dominio di localizzazione nucleare. 
67 
Studio importazione nucleare di HMGA2 
I risultati (figura 4.2.3) mostrano chiaramente che già mutagenizzando i primi 
due residui basici (K46 ed R47) si ha un cambiamento nella localizzazione cellulare in 
quanto si rileva una fluorescenza citoplasmatica (HMGA2 m52). Aumentando il 
numero di residui mutagenizzati si ha un conseguente aumento della localizzazione 
citoplasmatica che, nel caso del costrutto HMGA2 mSS, in cui tutti i residui basici sono 
stati mutagenizzati in alanina, è pari a quella del vettore vuoto. Come atteso, il 
mutante HMGA2mT6 mostra invece una localizzazione esclusivamente nucleare al pari 
della proteina wild-type (HMGA2 wt) . 

















Figura 4.2.3: Cellule NIH-3T3 
sono state trasfettate con i 
costrutti recanti le mutazioni 
puntiformi a carico del secondo 
(HMGA2 mS) e del terzo 
(HMGA2 mT) e le proteine di 
fusione sono state visualizzate 
mediante microscopia 
confocale. Progressive 
mutagenesi del secondo A T-
hook risultano in un aumento 
della fluorescenza 
citoplasmatica (HMGA2 mS2-
mS5). La mutagenesi del terzo 
AT-hook non influisce nella 
localizzazione nucleare 
(HMGA2 mT6). 
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Anche in questo caso sono stati effettuati dei western blot per saggiare l'effettiva 
espressione delle proteine di fusione (figura 4.2.4). 
WB: a-GFP 
Figura 4.2.4: Western blot a-GFP per vagliare l'effettiva espressione delle proteine di fusione utilizzate 
Per poter meglio apprezzare i dati ottenuti nei saggi di microscopia a fluorescenza, il 
rapporto tra i segnali dati dalla fluorescenza nucleare e citoplasmatica sono stati 
calcolati mediante un software di analisi digitale dell'immagine. I risultati, mostrati in 
figura 4.2.5, indicano chiaramente che con la progressiva mutagenesi dei residui 
carichi positivamente presenti sul secondo AT-hook si ha un conseguente aumento 
della frazione citoplasmatica rispetto alla nucleare. 
Figura 4.2.5: Percentuale di localizzazione nucleare calcolata sul rapporto del 
segnale ottenuto dalla fluorescenza nucleare rispetto a quella citoplasmatica di 
ognuno dei costrutti utilizzati nell'esperimento di mutagenesi puntiforme. 
Ad ulteriore riprova dei risultati ottenuti, le sequenze codificanti per HMGA2 mSS ed 
HMGA2 mT6 sono state clonate in fusione con la p-gal e la GFP nel vettore pHM829 
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già utilizzato per i saggi di analisi dei mutanti di delezione. I risultati confermano una 
completa localizzazione nucleare per HMGA2 mT6 ed una localizzazione 














Figura 4.2.6: Localizzazione nucleare della proteina HMGA2. Il mutante puntiforme HMGA2mS5, in cui 
i 5 residui basici del secondo AT-hook sono stati mutagenizzati in alanine, mostra una localizzazione 
esclusivamente citoplasmatica come nel caso del vettore vuoto (vector). Il terzo AT-hook non influisce 
nella localizzazione nucleare in quanto Il mutante mT6 ha una localizzazione esclusivamente nucleare, 
come la proteina HMGA wild-type (HMGA2 wt) 
Nel loro insieme, questi dati mostrano chiaramente che il secondo AT-hook è 
necessario per la localizzazione nucleare della proteina HMGA2. 
4.3 Il secondo AT-hook è sufficiente per la localizzazione nucleare 
Per confermare l'effettiva funzionalità del secondo AT-hook come segnale di 
localizzazione nucleare, sono stati generati due costrutti di espressione {TrxA2 45-63 
e TrxA2 45-53) in cui le regioni di HMGA2 comprese tra dagli aminoacidi 45-63 e 45-
53 sono state insertite all'interno del sito attivo della tioredossina di E. coli (Trx) 
fiancheggiati all'N-terminale dalla 13-gal ed in C-terminale dal GFP (Figura 4.3.1a). La 
tioredossina è largamente utilizzata come proteina scaffold in modo da bloccare la 
conformazione tridimensionale ed avere una maggiore stabilità di piccole sequenze 
peptidiche. Questi costrutti sono stati trasfettati in cellule NIH 3T3 ed in entrambi i 
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casi si è avuta una esclusiva localizzazione nucleare (figura 4.3.1b). Come controllo è 
stato utilizzato il vettore contenente la sola tioredossina che, come atteso, ha 
mostrato una localizzazione citoplasmatica. L'effettiva espressione dei costrutti è stata 
controllata in western blot con anticorpi a-GFP (figura 4.3.1c). 
A 45 Localizatlon 
TrxA2 45-63 N 




EGFP P l Localizz. 
TrxA2 N 
45-63 ~ b~ c ~ ~ ~ ~ ~ -<.~ -<.~ ~po 
TrxA2 N 1-118 KDa 45-53 WB: a-GFP --
Vettore c 
Figura 4.3.1: il secondo AT -hook è necessario e sufficiente per la localizzazione nucleare. A: 
rappresentazione schematica dei costrutti utilizzati. Ogni proteina di fusione è formata dalla p-gal all'N-
terminale, dalla tioredossina in cui sono stati clonati i residui 45-63 e 45-53 corrispondenti al secondo 
AT-hook di HMGA2 e dalla EGFP al C-terminale. B: Cellule NIH-3T3 trasfettate con i costrutti codificanti 
per il secondo AT-hook. Le immagini in microscopia confocale mostrano che il secondo AT-hook è 
necessario è sufficiente per la localizzazione nucleare in quanto anche la sequenza minima 45-53 
corrispondente al peptide PKRPRGRPK è in grado di agire da NLS. C: Western blot a-GFP di controllo 
dell'effettiva espressione dei costrutti. 
Nell'insieme, questi esperimenti hanno quindi dimostrato che, sebbene la proteina 
HMGA2 contenga un gran numero di residui aminoacidici basici, è solo il secondo AT-
hook ad essere necessario e sufficiente per la localizzazione nucleare. Questo dato è di 
particolare importanza in quanto tale dominio, composto dalla sequenza PKRPRGRPK, 
è altamente conservato sia a livello evolutivo sia all'interno della stessa famiglia delle 
proteine HMGA (HMGAla ed HMGAlb) (figura 4.3.2). Inoltre, avendo ristretto la 
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sequenza di localizzazione nucleare ad una singola sequenza di 9 aminoacidi, si può 
affermare che tale segnale è di tipo monopartito. 
HMGA2 
Homo sapiens ... GEPSPKRPRGRPKGSKNKS .. . 
Capra hircus ... GEPSPKRPRGRPKGSKNKS .. . 
Gallus gallus ... GEPSPKRPRGRPKGSKNKS .. . 
Rattus norvegicus ... CEPSPKRPRGRPKGSKNKS .. . 
Mus musculus ... CEPSPKRPRGRPKGSKNKS .. . 
Danio rerio ... GEPVPKRPRGRPKGSKNKG .. . 
Xenopus tropicalis ... GEPSPKRPRGRPKGSKNKS .. . 
Xenopus laevis ... GEPSPKRPRGRPKGSKNKS .. . 
HMGA1 
Homo sapiens ... EVPTPKRPRGRPKGSKNKG .. . 
Canis familiaris ... EVPTPKRPRGRPKGSKNKG .. . 
Bos taurus ... EVPTPKRPRGRPKGSKNKG .. . 
Cricetus griseus ... EVPTPKRPRGRPKGSKNKG .. . 
Mus musculus ... EVPTPKRPRGRPKGSKNKG .. . 
Pan troglodytes ... EVPTPKRPRGRPKGSKNKG .. . 
Rattus norvegicus ... EVPTPKRPRGRPKGSKNKG .. . 
Gallus gallus ... EAPTPKRPRGRPKGSKNKA .. . 
Danio rerio ... GSPSAKKPRGRPKGSKNKG .. . 
Figura 4.3.2: Allienamento delle sequenze aminoacidiche del secondo AT-
hook delle proteine HMGA1 ed HMGA2. Tale dominio, indicato in grassetto, 
è altamente conservato sia a livello evolutivo che all'interno della famiglia 
delle proteine HMGA. 
4.4 La fosforilazione su residui adiacenti la NLS non modula l'importazione 
nucleare di HMGA2 
Le proteine HMGA sono soggette ad un altissimo numero di modificazioni post-
traduzionali che ne modulano il ruolo biologico. Il secondo AT-hook della proteina 
HMGA2 è fiancheggiato da due serine, 544 ed 555, che sono soggette a fosforilazione. 
Il primo residuo viene fosforilato in vitro da p34/cdc2 mentre il secondo porta una 
consensus per la PKC (figura 4.4.1a). Entrambe le sequenze consensus sono 
conservate anche in HMGAl (figura 4.3.2) dove è stato dimostrato che vengono 
fosforilate in vitro ed in vivo. 
È stato dimostrato che la fosforilazione all'interno o adiacente a sequenze di 
localizzazione nucleare può modulare negativamente l'importazione dato che può 
interferire con il legame con le importine. (205) 
Per vagliare tale ipotesi, sono stati effettuati tre mutanti di delezione (HMGA2 
544E, HMGA2 555E ed HMGA2 544,55E) in cui le serine 44 e 55 sono state 
mutagenizzate in acido glutammico in modo da mimare una fosforilazione costitutiva 
(Figura 4.4.1a). Esperimenti effettuati con tali costrutti su cellule NIH-3T3 non hanno 
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però evidenziato un cambiamento nella localizzazione nucleare di tali costrutti rispetto 
alla proteina wild-type (figura 4.4.1b). Nel caso delle proteine HMGA, quindi, la 
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Figura 4.4.1: La fosforilazione di residui adiacenti al secondo AT-hook non modula l'importazione 
nucleare. A: Schema dei mutanti puntiformi utilizzati, in cui le serine S44 ed S55 fiancheggianti il secondo 
AT-hook sono state mutagenizzate in acido glutammico. 8: Microscopia confocale delle cellule NIH-3T3 
trasfettate con i costrutti (A). La fosforilazione di residui adiacenti la NLS della HMGA2 non ne influenza 
l'importazione nucleare. 
4.5 L'importina a media il trasporto nucleare di HMGA2 
Una volta identificata la NLS, ci si è preoccupati di identificare l'importina capace di 
legare questa sequenza e di far traslocare I'HMGA2 nel nucleo. Per questo motivo sono 
stati effettuati dei saggi di "GST pull-down" per vagliare l'interazione proteina/proteina 
della HMGA2 con le impartine a e J3. 
In questo esperimento, la proteina HMGA2, in fusione con l'epitopo HA, è stata 
tradotta in vitro, marcata radioattivamente utilizzando 355-Met ed incubata con uguali 
quantità di proteina GST-importina a2, GST-importina J3 e GST legate alla resina 
Gluthathione Sepharose 46. Come mostrato nella Figura 4.5.1, HMGA2 si associa con 
l' importina a2 (corsia 3) ma non con il GST (corsia 4) o con l'importina J3 (corsia 2). 
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Come controllo, nella corsia l è stata caricata una quantità di HMGA2 pari al 25% di 
quella utilizzata negli esperimenti di interazione. Come ulteriore controllo è stato 
eseguito lo stesso esperimento utilizzando la proteina BSAP tradotta in vitro, in quanto 
è stata già riportata in letteratura la sua capacità di legare l'importina a (Figura 4.5.1, 
corsie 5-8) (206). 
BSAP - 46 KDa 
HMGA2- 20 KOa 
1 2 3 .. s s 1 a 
Figura 4.5.1: L' importina cx2 lega in modo specifico la proteina HMGA2. La proteina HMGA2 trascritta e 
tradotta in vitro e marcata radioattivamente (corsia 1) è in grado di legare l'importina cx2 (corsia 3) ma 
non l'importina ~ (corsia 2) o il GST usato come controllo (corsia 4). Come controllo positivo è stata 
utilizzata la proteina BSAP per cui è stata già riportata la capacità di legare l'importina cx2 (corsie 5-8) 
(206). 
Identificata l'importina a. come partner molecolare per la localizzazione nucleare della 
proteina HMGA2, si è cercato di confrontare questo dato con i risultati ottenuti dai 
saggi di immunocitochimica. 
A tal fine, sono stati fatti ulteriori esperimenti di "GST pull-down" utilizzando come 
vettore di espressione per le proteine marcate radioattivamente gli stessi plasmidi 
pHM829 recanti le delezioni N-terminali della proteina HMGA2 utilizzati per fare i saggi 
di microscopia riportati nel paragrafo 4.2. I risultati, riportati in Figura 4.5.2, 
mostrano che i costrutti HMGA2-109, -83 , -73 e -54, che presentano il secondo AT-
hook, legano l'importina a. (Figura 4.5.2, corsie 6, 9, 12 e 15) ma non il GST (Figura 
4.5.2, corsie 5, 8, 11, 14). Il mutante di delezione HMGA2-43, che conserva solo il 
primo AT-hook, lega debolmente l'importina a.2 (Figura 4.5.2, corsia 18). Il legame è 
specifico in quanto il costrutto (3gai-GFP, utilizzato come controllo, non lega l'importina 
a.2 (Figura 4.5.2, corsie 1-3). I dati così ottenuti confermano i risultati della 
microscopia confocale, indicando il secondo AT-hook come NLS della HMGA2 ed 
indicando nell'importina a.2 la proteina deputata al riconoscimento di tale sequenza ed 
al trasporto attivo deii'HMGA2 nel nucleo. 
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Per dimostrare che la regione comprendente il secondo AT-hook è necessaria e 
sufficiente per il legame all'importina a2, degli esperimenti di GST pull-down sono 
stati svolti utilizzando i costrutti TrxA2 44-63 e TrxA2 44-52. I risultati hanno 
evidenziato che anche il costrutto più piccolo, contenente solo i 9 residui aminoacidici 
del secondo AT-hook è in grado di legare in modo specifico l'importina a2 (Figura 
4.5.3). 
- 118 KDa 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 
Figura 4.5.2: Il secondo AT -hook della proteina HMGA2 umana è in grado di legare l'importina a2. La 
proteina wild type (1-108) ed i mutanti di delezione HMGA2 1-82, 1-72 ed 1-53, che mantengono il 
secondo AT-hook, legano in modo specifico l'importina a2 (corsie 6, 9, 12, 15) ma non il GST (corsie 5, 
8, 11 e 14). Il mutante di delezione HMGA2 1-43 che reca solo il primo AT-hook perde la capacità di 
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Figura 4.5.3: Il secondo 
AT -hook è necessario e 
sufficiente per legare 
l'importina a2. l peptidi 
44-63 e 44-52 
corrispondenti al 
secondo AT -hook e 
clonati all'interno della 
tioredossina come 
scaffold sono in grado di 
interagire con l'importina 
a2 (corsie 6 e 9) 
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4.6 Conclusioni 
Il lavoro svolto ha permesso di identificare il secondo AT-hook della proteina HMGA2 
come dominio necessario e sufficiente per la localizzazione nucleare. È stato inoltre 
dimostrato che tale proteina non è in grado di legare direttamente l'importina f3 ma 
necessita l'importina a.2 come adattatore per la traslocazione nucleare. È interessante 
notare che l'aver identificato nei 9 residui aminoacidici del secondo AT-hook un singolo 
dominio di localizzazione nucleare, caratterizza la NLS delle proteine HMGA come 
segnale di tipo monopartito. 
Il secondo AT -hook, di sequenza PKRPRGRPK, è altamente conservato a livello 
evolutivo sia tra le proteine HMGA2 di specie diverse sia tra le proteine della famiglia 
HMGA. Questo dato è di particolare importanza perchè permette di estendere i 
risultati ottenuti anche alle proteine HMGAla, HMGAlb ed HMGAlc. Quest'ultima 
isoforma, in particolare, è poco caratterizzata e mantiene solo i primi due AT -hooks 
per poi differire completamente per la sequenza C-terminale. 
Dal punto di vista patologico, è importante sottolineare che nel caso delle HMGA2 
gran parte dei tumori sono dovuti a traslocazioni all'interno del terzo introne che 
provocano la formazione di proteine chimeriche o mancanti del dominio C-terminale. 
In tutti questi casi però il secondo AT -hook, codificato dal secondo esone, viene 
mantenuto. Una conseguenza importante di questo studio è che tutte queste forme 
aberranti mantengono la sequenza di localizzazione nucleare e continuano perciò ad 
essere nucleari sebbene ci sia una alterazione nella loro funzione. 
Infine, questo studio può avere implicazioni nello sviluppo di strategie 
antitumorali. Le proteine HMGA, siano esse overespresse o in forma chimerica, 
svolgono la loro funzione tumorigenica all'interno del nucleo. Lo sviluppo di molecole 
in grado di interferire con il legame delle proteine HMGA con l'importina a.2 e quindi 
con la loro traslocazione nucleare, potrebbe essere una nuova frontiera per 
combattere i tumori HMGA dipendenti. 
Questo progetto è stato svolto in collaborazione con il Dott. G. Cattaruzzi presso il 
DSTB -Università degli Studi di Udine. 
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4.7 Materiali e metodi 
Culture cellulari 
Linee cellulari NIH 3T3 (fibroblasti murini) sono state fatte crescere con il Dulbeccòs 
modified Eaglès medium addizionato con siero fetal calf (10%), L-glutammine (4 mM), 
penicillina {100 units/ml) e streptomycin (100 Jlg/ml) a 37°C in una atmosfera al 5% 
co2 
Plasmidi 

































5'-GAT TAC GCT MG CTT ATG AGC GCA-3'(Hind III) 
5'-GAC CGG TGG GGA TCC GTC CTC TTC G-3' (BamH l) 
5'-GAT TAC GCT GCT AGC ATG AGC GCA-3' (Nhe I) 
5'-GAC CGG TGG TCT AGA GTC CTC TTC G-3' (Xbal) 
5'-MC AAC TTG TCT AGA CCA TTT CCT AG-3' (Xba I) 
5'-GCC TCT TGG TCT AGA TTC TCC AGT GG-3' (Xba l) 
5'-GGA CTC TTG TTT CTA GAG CCT TTG GGT C-3' (Xba l) 
5'-CTC GAG CTC CCG CGG ATG AGC GCA-3' (Sac II) 
5'-GAC CGG TGG TCT AGA GGG CTC ACC-3' (Xba l) 
5'-GTC CGC CTA AGA GAC CCA GGG GM GAC CCA MG CCG-3' 
5'-GAC CGG CTT TGG GTC TTC CCC TGG GTC TCT TAG GCG-3' 
5'-GTC CGC CTA AGA GAC CCA GGG GM GAC CCA MG GCA GCA AAA ACA AGA GTC 
CCT CTA MG CAG CCG-3' 
5'-GAC CGG CTG CTT TAG AGG GAC TCT TGT TTT TGC TGC CTT TGG GTC TTC CCC 
TGG GTC TCT TAG GCG -3' 
5'-TCA ATG CIA GCG CCA CCA TGG GCG ATA-3' (Nhe l) 
5'-TGA TTC CGC GGC TTT CCA AGT CGG TTC AT-3' (Sac II) 
5'-GGT GAG CCC TCT CCT GCC GCA CCC AGG GGA AGA CCC-3' 
5'-GGG TCT TCC CCT GGG TGC GGC AGG AGA GGG CTC ACC-3' 
5'-CCT GCC GCA CCC GCG GGA AGA CCC AAA GG-3' 
5'-CCT TTG GGT CTT CCC GCG GGT GCG GCA GG-3' 
5'-CGC ACC CGC GGG AGC ACC CM AGG CAG C-3' 
5'-GCT GCC TTT GGG TGC TCC CGC GGG TGC G-3' 
5'-CGC GGG AGC ACC CGC AGG CAG CM AAA CM-3' 
5'-TTG TTT TTG CTG CCT GCG GGT GCT CCC GCG-3' 
5'-GCA GAA GCC ACT GGA GM GCC GCG CCA AGA GCC AGA CCT AGG-3' 
5'-CCT AGG TCT GCC TCT TGG CGC GGC TTC TCC AGT GGC TTC TGC-3' 
5'-AGA AGC CGC GCC AGC AGG CAG ACC TAG GA-3' 
5'-TCC TAG GTC TGC CTG CTG GCG CGG CTT CT-3' 
5'-CGC CAG CAG GCA GAC CTG CCG CAT GGC CAC MC MG TTG TTC AG-3' 
5'-CTG MC MC TTG TTG TGG CCA TGC GGC AGG TCT GCC TGC TGG CG-3' 
5'-CGC CAG CAG GCG CAC CTG CCG CAT GG-3' 
5'-CCA TGC GGC AGG TGC GCC TGC TGG CG-3' 
Tabella 4.7.1: Primers utilizzati in questo lavoro. l siti di restrizione incorporati per i successivi clonaggi sono 
sottolineati ed il nome dell'enzima è indicato tra parentesi. 
I plasmidi che esprimono la proteina HMGA2 umana ed i suoi mutanti di delezione C-
terminale in fusione con la (3-gal ed il GFP sono stati generati via PCR utilizzando il 
vettore pcDNA3HMGA2 (73) come stampo ed i primers riassunti nella tabella 4.7.1. I 
plasmidi pHM829 HMGA2, pHM829 HMGA2 1-83, pHM829 HMGA2 1-73 e pHM829 
HMGA2 1-54 sono stati creati utilizzando come primer in S' l'oligonucleotide A2_109up 
e come primer in 3' rispettivamente gli oligonucleotidi A2_109dw, a2_83dw, a2_73dw 
ed A2_54dw. Il plasmide pHM829 HMGA2 1-43 è stato ottenuto utilizzando i primers 
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A2_ 43up ed A2_ 43dw. I prodotti di PCR sono stati digeriti mediante gli enzimi di 
restrizione indicati sottolineati e tra parentesi accanto al nome dell'oligonucleotide 
utilizzato e sono stati successivamente legati nel plasmide pHM829 (207). 
Il plasmide pEGFP HMGA2 è stato generato mediante PCR utilizzando come stampo il 
vettore pcDNA3 HMGA2 ed i primers A2EGFP _up ed A2EGFP _dw. I primers sono stati 
disegnati in modo da incorporare nell'amplificato un sito Hind III in 5' ed un sito Bam 
Hl in 3' da utilizzare per la successiva restrizione e legazione nel vettore pEGFP-Nl. 
Il plasmide pcDNA3HA TrxA2-45/53 è stato creato clonando nel sito Rsr Il del 
plasmide pcDNA3HATrx codificante per la tioredossina di E. coli, gli oligonucleotidi 
A2_ 45/53 ed A2_ 45/53as precedentemente fosfori lati ed appaiati. Il plasmi de 
pcDNA3HA TrxA2-45/53 è stato creato allo stesso modo utilizzando gli oligonucleotidi 
A2_ 45/63 ed A2_ 45/63as. I plasmidi pHM829 TRX, pHM829 TrxA2-45/63 e pHM829 
TrxA2-45/53 sono stati creati mediante PCR utilizzando come stampo rispettivamente 
i vettori pcDNA3HATrx, pcDNA3HATrxA2-45/63 e pcDNA3HATrxA2-45/53 ed i primers 
TRXup e TRXdw. 
Il plasmide pGEX3X-Pendulin (importina a2) è stato fornito dal Dr. B. Birshtein, il 
plasmide pGEX4T1-importinJ3 è stato fornito dal Dr. I. Mattaj. 
l plasmidi pEGFP-HMGA2mS2 (K46A/R47A), pEGFP-HMGA2mS3 (K46A/R47A/R49A), 
pEGFP-HMGA2mS4 ( K46A/R4 7 A/R49A/R51A), pEGFP-H MGA2m55 
(K46A/R47A/R49A/R51A/K53A) e pEGFP-HMGA2mT6 
(K74A/R75A/R77A/R79A/R81A/K82A) sono stati ottenuti mediante il kit QuikChange 
site-directed mutagenesis (Stratagene). La reazione di mutagenesi è stata eseguita 
utilizzando il protocollo standard fornito col kit ed utilizzando come stampo 
rispettivamente il vettore pEGFP HMGA2 per pEGFP-HMGA2mS2, il vettore pEGFP-
HMGA2mS2 per pEGFP-HMGA2mS3, il vettore pEGFP-HMGA2mS3 per pEGFP-
HMGA2mS4 ed il vettore pEGFP-HMGA2mS4 per pEGFP-HMGA2mSS. 
Il plasmide pEGFP-HMGA2mT6 deriva da mutagenesi successive dei residui di 
lisina ed arginina in alanina: pEGFP-HMGA2mT2 (K74A/R75A), pEGFP-HMGA2mT3 
(K74A/R75A/R77A) e pEGFP-HMGA2mT5 (K74A/R75A/R77A/R81A/K82A). I prodotti di 
mutagenesi sono stati ottenuti come segue: HMGA2 m52 utilizzando I primer 
A2_m52up e A2_m52dw; HMGA2 m53 utilizzando A2_m53up e A2_m53dw; HMGA2 
m54 utilizzando A2_m54up e A2_m54dw; HMGA2 m55 utilizzando A2_m55up e 
A2_m55dw; HMGA2 mT2 utilizzando A2_mT2up e A2_mT2dw; HMGA2 mT3 
utilizzando A2_mT3up e A2_mT3dw; HMGA2 mT5 utilizzando A2_mT5up e 
A2_mT5dw; HMGA2 mT6 utilizzando A2_mT6up e A2_mT6dw (vedi tabella 4.7.1). 
Trasfezioni e microscopia confocale. 
Le trasfezioni su cellule NIH-3T3 sono state eseguite mediante il metodo del calcio 
fosfato. Le cellule sono state piastrate alla densità di 0.5 x 106 cellule per piatto in 
piatti da cultura cellulare da 60mm di diametro. Le culture cellulari sono state 
trasfettate utilizzando 4J.lg del plasmide indicato e processate 24 ore dopo la rimozione 
dei precipitati. Per i saggi di microscopia, le cellule sono state pilastrate in piatti 
contenenti un vetrino coprioggetti, lavate due volte in PBS, fissate utilizzando 
paraformaldeide al 3°/o in PBS per 20 minuti a temperatura ambiente, trattate con 
glicina 100mM in PBS per 5 minuti a temperatura ambiente, permeabilizzate con 0.5% 
Triton X-100 in PBS per 5 minuti a temperatura ambiente ed infine lavate due volte in 
PBS. I nuclei sono stati colorati mediante un trattamento di 20 minuti a 37°C con 
propidio ioduro alla concentrazione finale di 5J.tg/ml in PBS e contenente 400J.tg/ml di 
RNAse A. I vetrini coprioggetti sono stati successivamente lavati abbondantemente 
con PBS e montati su vetrini portaoggetti utilizzando una soluzione di Mowiol a pH8.5. 
Le cellule sono state osservate utilizzando un microscopio Leica TCS SP con un laser 
Argon 488-543nm. 
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L'intensità relativa della fluorescenza è stata quantizzata analizzando le immagini 
acquisite in formato TIFF mediante il software ImageJ. Almeno un centinaio di cellule 
da ogni esperimento indipendente è stato utilizzato per l'analisi quantitativa. 
Western blot 
Sedici ore dopo la rimozione dei precipitati, le cellule trasfettate sono state lavate due 
volte con PB5 freddo, raccolte dai piatti, trasferite in tubi Eppendorf e lisate con una 
soluzione di lisi contenente 62mM Tris (pH=6.8), 2% 5D5, 5% Beta-Mercaptoethanol, 
10% glycerol, lmM phenylmethylsulfonyl fluoride, ed inibitori di proteasi (5igma). I 
lisati sono stati quindi centrifugati e caricati su un gel SD5-PAGE. Le proteine sono 
state quindi trasferite dal gel ad una membrana di nitrocellulosa utilizzando un 
apparato semi-dry Multiphor II. Le membrane sono state bloccate a temperatura 
ambiene con latte non grasso al 5% in PB5/Tween-20 0.1% e successivamente 
incubate per 12 ore a 4°C con anticorpo primario a-GFP (fornito gentilmente dal Prof. 
Brancolini). Le membrane sono state quindi lavate abbondantemente con una 
soluzione di PBS 0.1% Tween-20 e incubate per 2 ore a temperatura ambiente con 
anticorpo anti-rabbit coniugato con la per ossidasi. Infine le membrane sono state 
nuovamente lavate abbondantemente con PBS 0.1% Tween-20 e processate mediante 
il substrato SuperSignal West Femto chemiluminescence (Pierce) 
Saggi di trascrizione/traduzione in vitro e GST pu/1-down 
I saggi di trascrizione/traduzione in vitro della proteina HMGA2 umana e dei 
mutanti di delezione in C-terminale sono stati eseguiti mediante il Kit "TnT -coupled 
Transcription and Translation kit" (Promega) ed utilizzando come marcatore la 355-
methionine (NEN Life 5cience). La reazione è stata svolta utilizzando il protocollo 
standard fornito dalla Promega. 
L'espressione delle proteine ricombinanti in fusione con il G5T (G5T, G5T-
importina2 e GST -importinaf3) sono state eseguite facendo crescere i batteri del ceppo 
BL21 contenenti i relativi plasmidi (pGEX4Tl, pGEX3X-Pendulin e pGEX4Tl-importinf3) 
fino a densità ottica OD600=0.6 e successivamente indotte per 4 ore con O.SmM finale 
IPTG. Dopo centrifugazione, i batteri sono stati lisati mediante una soluzione di lisi ( 
PBS, SmM EDTA, l% NP40, lmM PMSF, 0.25mg/ml lisozima) per 30 minuti in 
ghiaccio. Dopo 15 secondi di sonificazione (Branson) e centrifugazione per 10 minuti a 
lO.OOORPM il surnatante contenente le proteine è stato incubato per 2 ore con 200J.LI 
di resina Glutatione Sefarosio 4B (Amersham) preequilibrata con la stessa soluzione di 
lisi. La resina contenente le proteine ricombinanti è stata quindi abbondantemente 
lavata con il tampone di lisi. 
Il saggio di GST pull-down è stato eseguito incubando per 2 ore SJ.Lg di proteina 
ricombinante (GST-importinaa2, GST-importinaf3 e G5T) legata alla resina con lOJ.LI 
delle proteine trascritte/tradotte in vitro utilizzando 200J.LI di tampone di legame (25 
mM HEPES pH 7.9, SO m M NaCI, l m M DTT, 0.01% NP-40). Successivamente, le 
proteine legate alla resina sono state lavate due volte utilizzando il tampone di legame 
contenente 0.25% di B5A e due volte con il tampone di legame privo di B5A. Le 




5. Aotameri HMGA-specifici 
5.1 Introduzione 
Con il termine "aptameri" si designa una nuova classe di molecole combinatoriali ad 
attività biologica che vengono selezionate in quanto in grado di legare uno specifico target 
molecolare.(208) 
Gli aptameri possono essere suddivisi in due famiglie: 
- aptameri di DNA o RNA: piccoli filamenti oligonucleotidici generalmente 
selezionati mediante tecniche quali la SELEX (Systematic Evolution of Ligands 
by Exponential Enrichment). 
aptameri peptidici: oligopeptidi a sequenza casuale, generalmente esposti su 
di una proteina scaffold che funge da "impalcatura molecolare". 
Negli ultimi anni gli aptameri peptidici, stanno acquisendo una sempre maggiore 
importanza come strumenti molecolari da utilizzare sia nella medicina molecolare di 
base che in quella applicata. Il fatto di legare in modo specifico un target molecolare 
rende infatti gli aptameri peptidici come ottimi candidati per lo sviluppo farmacologico. 
Tali molecole possiedono delle caratteristiche che li rendono particolarmente adatti a 
tale scopo. Gli aptameri peptidici sono infatti in grado di formare un legame 
particolarmente forte con la proteina bersaglio, con una costante di dissociazione 
Kd=l0-9 M, una forza di legame pari a quella con cui gli anticorpi riconoscono il loro 
epitopo (209). Inoltre, questi peptidi riconoscono la molecola bersaglio con una 
altissima specificità, tanto da discriminare tra i membri di una stessa famiglia proteica 
o addirittura tra diverse forme alleliche proteiche (210). Per questi motivi, gli aptameri 
peptidici vengono generalmente utilizzati per distruggere interazioni proteina/proteina 
in vivo. Queste molecole sono in grado di riconoscere singoli domini proteici nel 
contesto di una proteina a lunghezza completa, permettendo quindi di inibire solo una 
parte dell'attività della molecola target, competendo per il legame di singoli interattori. 
Inoltre, gli aptameri peptidici si comportano come domini proteici artificiali, 
permettendo quindi di poter creare pseudoproteine composte da più aptameri fusi in 
modo da combinarne l'attività biologica. 
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Gli aptameri possono anche essere utilizzati per identificare pathway 
biochimiche e i loro componenti., bloccando selettivamente gli attori coinvolti nella 
trasduzione del segnale ed analizzando il conseguente fenotipo. 
In letteratura sono già presenti alcuni casi di utilizzo di aptameri peptidici come 
possibili molecole terapeutiche in grado di bloccare la proliferazione cellulare o come 
possibili farmaci antivirali. 
Per quanto riguarda il primo caso, è stato ad esempio sviluppato un aptamero 
peptidico in grado di legare la proteina E2F e di impedirne il legame al DNA, portando 
al blocco del ciclo cellulare in fase G1 ed alla conseguente inibizione della 
proliferazione di fibroblasti in cultura (211). 
L'utilizzo di aptameri come farmaci antivirali è stato già provato nel caso del 
virus dell'epatite B, nel papillomavirus (HPV) ed in HIV. 
Il virus dell'epatite B (HBV), strettamente correlato con il cancro al fegato, nel 
suo ciclo vitale impacca I'RNA pre-genomico insieme alla polimerasi virale all'interno 
del capside. È stato identificato un aptamero peptidico in grado di legare una proteina 
del core capsidico e di inibire la formazione del capside stesso all'interno delle cellule 
di mammifero (212). 
Per quanto riguarda I'HPV, sono stati generati degli aptameri peptidici contro le 
proteine E6 ed E7 che sono strettamente coinvolte nella formazione di tumori maligni. 
In particolare, l'aptamero diretto verso la proteina E6 è in grado di bloccarne l'azione 
anti-apoptotica e di indurre quindi l'apoptosi nelle linee cellulari infettate da HPV 
(212). 
Per quanto riguarda HIV, è stato identificato un aptamero di 9 residui aminoacidici 
che, legandosi alla proteasi HIV-1, ne impedisce la dimerizzazione (213). 
5.2 Ricerca di aptameri specifici per le proteine HMGA 
Le HMGA sono una famiglia di proteine strettamente correlate con la 
trasformazione neoplastica, tanto da essere state proposte come marcatori del 
potenziale metastatico. Come già descritto, queste proteine svolgono il loro ruolo 
biologico nel nucleo, mediante interazione proteina/proteina e proteina/DNA. 
Date queste caratteristiche, si è deciso di ricercare aptameri peptidici specifici per le 
proteine HMGA, in modo da poter sviluppare possibili farmaci in grado di bloccare in 
modo selettivo la loro azione oncogenica. 
Per poter vagliare librerie aptameriche esistono essenzialmente due tecniche: il doppio 
ibrido in lievito ed il phage display. In entrambi i casi è possibile vagliare librerie 
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composte anche da 109 membri ma le due tecniche differiscono soprattutto per 
l'ambiente cellulare in cui si svolge l'interazione. 
Il doppio ibrido presenta il vantaggio di poter vagliare la libreria aptamerica in 
un ambiente intracellulare in vivo, in quanto l'interazione avviene all'interno del 
nucleo. Mediante questa tecnica è inoltre possibile discriminare la forza 
dell'interazione. 
Il phage display, invece, saggia l'interazione in vitro a livello extracellulare ma, 
a differenza del doppio ibrido, presenta una maggiore processività. 
Per identificare aptameri in grado di legare in maniera specifica le proteine 
HMGA sono stati utilizzati entrambi gli approcci metodologici. 
5.3 Doppio ibrido 
Per il doppio ibrido è stato utilizzato lo stesso sistema EGY48 già impiegato per 
il vaglio di partners molecolari della proteina PRMT6 (capitolo 2). 
A tal fine, le proteina umane HMGAla ed HMGA2 e le murine HMGAla, HMGAlb ed 
HMGA2 sono state clonate in fusione con il dominio di legame LexA nel vettore di 
espressione costitutivo pEG202. Purtroppo, in tutti i casi, la proteina "esca" è risultata 
essere tossica, portando ad un rallentamento della crescita cellulare ed alla sua 
perdita di espressione. Per poter risolvere il problema, sono stati utilizzato sia un 
mutante di delezione, la proteina umana HMGAla 90 mancante del dominio C-
terminale, che la proteina umana a lunghezza completa HMGAla clonata nel vettore 
inducibile pGILDA. In entrambi i casi, però, non è stato però possibile risolvere il 
problema di tossicità. 
È stato quindi utilizzato il sistema S. cerevisiae L40 ( -LEU2, -TRPl, 
4LexAop:: HIS3 8LexAop:: LacZ) che impiega come reporter i geni H I 53 e LacZ, come 
dominio di legame al DNA il GAL480 e come dominio di transattivazione il GAL4Ao· 
In questo caso, sono state utilizzate come esca le proteine umane HMGAla, HMGA2 
ed il mutante di delezione HMGAla 90, clonate nel vettore pLEXA in fusione con il 




5.4 Phage Display 
Il phage display è una tecnica che consiste nell'ingegnerizzare il genoma dei 
batteriofagi facendo loro esprimere proteine di fusione che verranno localizzate 
all'esterno del virus. In questo modo si vengono a creare delle chimere in cui una 
porzione della proteina è rappresentata dalla proteina del fago e la restante porzione è 
data dall'aptamero peptidico. In generale, le librerie peptidiche sfruttano il fago M13 e 
vengono clonate in fusione con il gene VIII, che codifica per la proteina del coat o con 
il gene III che codifica per la proteina attraverso cui il fago infetta il pilus sessuale 
batterico. I fagi esprimenti la libreria vengono poi vagliati per il legame con la proteina 
esca immobilizzata su un supporto solido. Quelli in grado di interagire vengono 
successivamente eluiti, espansi mediante infezione batterica e vagliati nuovamente 
per l'interazione con la proteina esca. Questa procedura prende il nome di 
"biopanning". Dopo 3 cicli di biopanning, i fagi ottenuti vengono vagliati in esperimenti 
di ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) per la riconferma dell'interazione e 




Figura 5.4.1: Phage display flowchart. In questa figura sono riassunti i passaggi fondamentali di un 
saggio di phage display. 
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Preparazione della proteina esca 
Come proteina esca nel vaglio della libreria aptamerica è stata scelta la HMGA1a. 
L'iperespressione di questa proteina porta infatti ad un gran numero di tumori maligni, 
come mostrato in tabella 1.4.1 e quindi la ricerca di aptameri specifici per questa 
proteina risulta quindi essere la più interessante a livello farmacologico. A tal fine, 
sono state prodotte la proteina HMGAla ricombinante a lunghezza completa e tutta 
una serie di mutanti di delezione, da utilizzare successivamente per poter identificare 
il dominio di interazione dell'aptamero. Conoscere il dominio di interazione può 
permettere infatti di discriminare le pathway HMGA1 dipendenti ed agire quindi in 
modo mirato. Tali proteine sono state prodotte in batteri ed estratte sfruttando la 
solubilità delle proteine HMG in acido perclorico diluito al 5%. Successivamente, le 
proteine sono state purificate mediante HPLC a fase inversa, sfruttando il fatto che le 
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Figura 5.4.2: 
In questa figura è 
rappresentata, a titolo di 




evidenziata in verde 
l'area sottesa al picco 
della frazione analizzata 
con la spettrometria di 
massa. B: grafico di 
massa (Intensità relativa 
l mlz), i numeri indicano 
le serie proteiche 
trovate: in rosso il 
peptide con la 
metiiMetionina,in blu il 
peptide con la metionina 
C: grafico di massa 
ricostruito (Intensità 
relativa l peso 
molecolare), sono 
indicati i picchi 
corrispondenti ai pesi 
molecolari delle due 
forme trovate. 
Aptameri HMGA-specifici 
I vari picchi ottenuti in HPLC sono stati quindi controllati mediante spettrometria di 
massa (figura 5.4.2b e c) ed il peso molecolare confrontato con quello atteso. 
In totale, sono state prodotte 8 proteine ricombinanti: HMGAla wt, HMGAla 89, 
HMGAla 79, HMGAla 62, HMGAla 51, HMGAla ~34, HMGAla ~45 ed HMGAla ~45-
75 (figura 5.4.3). 
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Figura 5.4.3: Proteine HMGA prodotte A: Schema dei mutanti di delezione B: Le proteine 
ricombinanti sono state controlate mediante SDS-PAGE e colorazione Blue coomassie. 
Test di un controllo positivo 
Prima di utilizzare la proteina HMGAla ricombinante nel vaglio della libreria, è stato 
necessario mettere a punto alcuni controlli positivi, in modo da accertare la effettiva 
utilizzabilità di tale proteina mediante phage display. 
A tal fine, sono stati clonati nel vettore pPA02, in fusione con la proteina III del fago 
M13, le sequenze codificanti per le proteine p120E4F~153-299 e p53~251-393, per cui 
è già stata dimostrata la capacità di interagire con le proteine HMGA, ed il particolare 
con il secondo AT-hook (73,74). Come controllo negativo è stata invece utilizzata la 
proteina USP11~267-332. 
L'utilizzo di domini proteici invece di proteine a lunghezza completa è stato necessario 
in quanto la proteina III è quella utilizzata dai fagi per infettare i batteri e quindi per 
replicarsi. Clonare in fusione con la proteina III delle sequenze troppo grandi causa 
una diminuzione o la totale mancanza di infettività del fago e la conseguente 
impossibilità nella loro produzione. 
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I fagi esprimenti tali controlli sono stati quindi vagliati per l'interazione con la proteina 
HMGAla in un esperimento di phage-ELISA. Come mostrato in figura 5.4.4, le 
proteine E4FL\143-299 e p53L\251-393 espresse nel contesto fagico interagiscono con 
la proteina HMGAla a lunghezza completa ma non con il mutante di delezione 
HMGA1a52 che manca del secondo AT-hook. Come atteso, la proteina USPll non è in 
grado di interagire con le proteine HMGAla, dando un segnale simile a quello ottenuto 
















64F 153-299 p53 251-393 USP11 267-332 -phage -1-M3 
D HMGA1a wt 
• HMGA1a 52 
o Contro! A1 a wt 
o Contro! A1 a 52 
Figura 5.4.4: Phage-ELISA di controllo. Fagi esprimenti le proteine E4Fll143-299 e p53ll251-393 in 
fusione con la proteina 111 di M13 sono stati vagliati per l'interazione con la proteina HMGA1a a lunghezza 
completa e con il mutante di delezione HMGA 1 a 52 usato come controllo negativo. Come controllo lo 
stesso esperimento è stato fatto in assenza di fagi ed in assenza di protaina "esca". 
Questo esperimento ha quindi dimostrato che la proteina HMGAla può essere 
utilizzata come esca in esperimenti di phage display. 
La libreria aptamerica 
Per la scelta della libreria ci si è basati principalmente sulle regole di Lipinski, 
ottenute in base all'analisi delle caratteristiche dei farmaci esistenti nel World Drug 
Index (WDI) (214 ). Tali regole, ampiamente utilizzate dalla comunità scientifica, 
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definiscono dei filtri che si applicano ad un composto per aumentarne la possibilità di 
sviluppabilità farmaceutica. Secondo Lipinski, il potenziale farmaco: 
l. Deve avere un peso molecolare di non più di 500Da 
2. Deve avere un coefficiente di ripartizione ClogP < 5 
3. Deve presentare un numero di accettori di legami H < 10 
4. Deve avere un numero di donatori di legame H <5 
La violazione di almeno due regole determina un alto rischio di non sviluppabilità. 
Per tale motivo, si è deciso di utilizzare la libreria commerciale Ph.D-7 della New 
England Biolabs, codificante per aptameri peptidici di 7 residui aminoacidi, abbastanza 
piccola da poter soddisfare la prima regola di Lipinski. La libreria, come mostrato in 














Kpn I Aptamer Eag I 
~ ~
G GTA CCT TTC TAT TCT CAC TCT NNK NNK NNK NNK NNK NNK NNK TCG GCC G 
K-GoT 
Figura 5.4.5: Il sistema Ph.D-7 della NEB. La libreria aptamerica di 7 aminoacidi è clonata in fusione con 
il gene 111 del fago M13. 
Come indicato in figura 5.4.5, la libreria è codificata da sette triplette NNK, dove N 
indica un nucleotide qualsiasi mentre K è dato dai nucleotidi guanidina o timidina. 
L'utilizzo di questa strategia è necessaria per evitare la formazione di triplette di stop, 
evitando la formazione di sequenze TAA o TGA. Inoltre, per l'espansione e la 
produzione fagica vengono utilizzati i batteri di E. coli del ceppo ER2738, in cui la 




utilizzando il TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine) come substrato cromogeno. Il 
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Figura 5.4.7: Riconferma dell'interazione in phage-ELISA. Tre fagi derivanti dal terzo ciclo di biopanning 
sono stati espansi e vagliati per l'interazione in presenza o assenza della proteina esca HMGA1a in 
esperimenti di phage-ELISA. 
Come mostrato in figura 5 .4. 7, i tre aptameri legano in modo specifico la proteina 
HMGA1a in quanto negli esperimenti effettuati in assenza della proteina "esca" non si 
ha interazione. Il legame, inoltre, è rilevabile a concentrazioni fagiche di 1010, 109 e 
108 • 
Per cercare di identificare il sito di legame degli aptameri sulla proteina HMGA1a, sono 
stati utilizzati in un esperimento di phage western blot i mutanti di delezione 
precedentemente prodotti. In questo esperimento, il fago esprimente l'aptamero è 
stato incubato con una membrana su cui sono state trasferite le proteine ricombinanti. 
L'interazione e' stata quindi identificata mediante immunoriconoscimento utilizzando lo 




hHMGA1a Fago 1 l hHMGA1a 
wt 19 7t 11 51 634 A45 Mll-75 wt lt 79 11 51 634 MI Mll-75 
c 
Fago 2 l hHMGA1a D Fago 3 l hHMGA1a 
wt 89 79 61 61 634 6.46 A46-76 wt 89 79 61 61 634 6.46 6.45-75 
Figura 5.4.8: Phage western blot. A: Rosso ponceau delle proteine ricombinanti utilizzate per il saggio 
di interazione (indicate in alto). 8: lnterazione dell'aptamero 1 nel contesto fagico con i mutanti di 
delezione. C: lnterazione dell'aptamero 2 nel contesto fagico con i mutanti di delezione. D: lnterazione 
dell'aptamero 3 nel contesto fagico con i mutanti di delezione. 
Come mostrato in figura 5.4.8, tutti gli aptameri mostrano lo stesso pattern di 
interazione se usati in western blot. Dai dati ottenuti sembra che gli aptameri leghino 
la sequenza spaziatrice compresa tra il secondo ed il terzo AT-hook. In tutti i casi, 
però, la delezione del dominio N-terminale porta alla perdita della capacità di legame. 
5.5 Conclusioni 
Negli ultimi anni, l'attenzione della ricerca farmacologica sta passando dal 
classico approccio di "irrational drug design" al più moderno "rational drug design", in 
cui i farmaci vengono sviluppati in modo mirato basandosi sulla conformazione 
tridimensionale delle molecole su cui deve agire. In questo contesto, gli aptameri 
peptidici sono uno strumento di primo piano per poter sviluppare farmaci che 
interagiscono in maniera specifica e con una grande costante di affinità ad un certo 
ligando. 
Le proteine HMGA possiedono delle caratteristiche che le rendono, di fatto, un 
ottimo target farmacologico. Questa famiglia di proteine è infatti normalmente poco 
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espressa nei tessuti adulti e differenziati mentre, se iperespresse, sono strettamente 
coinvolte nello sviluppo tumorale. Dati di letteratura già dimostrano che il blocco 
dell'espressione delle proteine HMGA in cellule tumorali porta alla perdita del fenotipo 
maligno. (69,80) 
Aptameri peptidici HMGAla-specifici potrebbero quindi essere utilizzati per 
bloccare il ruolo patologico svolto da queste proteine. L'identificazione di un aptamero 
in grado di interferire con l'interazione della HMGAla con l'importina a2, 
permetterebbe, ad esempio, di bloccare l'importazione nucleare delle HMGAla e 
bloccare la sua funzione oncogenica. 
Gli aptameri peptidici potrebbero essere utilizzati anche per regolare più 
finemente il ruolo biologico delle proteine HMGA. Da dati presenti in letteratura e da 
parte del lavoro affrontato in questa tesi è stato infatti dimostrato che tali proteine 
sono soggette a modificazioni post traduzionali che ne regolano finemente il ruolo 
biologico. Inoltre, nella presente tesi, è stato dimostrato che le proteine HMGAl 
giocano un ruolo di primo piano nello switch isotipico da IgM ad IgE e nella posibile 
eziologia delle allergie. L'identificazione di aptameri peptidici in grado di competere 
con il legame di enzimi che modificano le proteine HMGAla potrebbe essere una 
strategia promettente per poter, in futuro, "guidare" selettivamente le proteine 
HMGAla attraverso i loro processi biologici. 
Il lavoro effettuato fino ad ora ha permesso di identificare la proteina HMGAla come 
possibile esca da utilizzare in esperimenti di phage display. Utilizzando tale proteina è 
stato quindi possibile isolare alcuni fagi esprimenti aptameri in grado di interagire e 
l'interazione è stata confermata mediante esperimenti di phage-ELISA. È stato infine 
tentato un approccio di phage western blot per poter identificare il dominio di 
interazione. 
Sebbene il lavoro svolto sia ancora ad una fase iniziale, i risultati ottenuti sono 
incoraggianti ed hanno tutta la potenzialità per uno sviluppo farmacologico. 
Il presente lavoro di ricerca è stato effettuato in collaborazione con il laboratorio del 
Prof. Del Sal e con il laboratorio del Dott.Edomi. 
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5.6 Materiali e metodi 
Plasmidi 
Olipo Sequenza 
WLup 5'-AGG AGA TAT ACA TAT GAG TGA GTC GAG CT-3'(Nde I) 
35 up 5'-GCA AGC AGC ATA TGG TGA GTC CCG GGA CA-3' (Nde I) 
46_up 5'-TGG TAG GGC ATA TGA AGG AGC CCA GCG-3' (Nde I) 
Wt_dw 5'-GCA GCC CGG ATC CTT ATC ACT GCT CCT CCT C-3' (Bam Hl) 
90_dw 5'-GCC CTC CTC GGA TCC TTA TCA CAG TTT TTT GGG T-3' (Xba I) 
SO_dw 5'-GGG TCT GCC GGA TCC TTA TCA TCC TGG AGT TGT-3' (Bam Hl) 
63_dw 5'-GGC AGC ACC GGA TCC TTA TCA TCC CTT TGG T-3' (Bam Hl) 
52_dw 5'-GCC CCG AGG GGA TCC TTA TCA TGG CAC TTC GCT -3' (Bam Hl) 
E4F _up 5'- TCC ACT AGT CCT GGG AGA CGG TGA G-3' (Spe l) 
E4F _dw 5'- GGA CTA GTC CTC TCC AGC TCC AGA ACC T-3' (Spe I) 
p53_up 5'- GAG GAC TAG TCC TCA CCA TCA TCA CAC T-3' (Spe l) 
p53 dw 5'- ACA ACT AGT TGT CTG AGT CAG GCC CTT CT-3' (Spe l) 
Tabella 5.4.1: Primers utilizzati in questo lavoro. l siti di restrizione incorporati per i successivi clonaggi sono 
sottolineati ed il nome dell'enzima è indicato tra parentesi. 
Il plasmidi pAR3038HMGAla, pAR3038HMGAla90, pAR3038HMGAla80, 
pAR3038HMGAla63, pAR3038HMGAla52, pAR3038HMGAlaD35 e 
pAR3038HMGAlaD46 sono stati ottenuti clonando nei siti Nde I l Bam Hl del vettore 
pAR3038 gli amplificati di PCR ottenuti utilizzando come stampo il cONA di HMGAla e 
rispettivamente i primers wt_up e wt_dw, wt_up e 90_dw, wt_up e 80dw, wt_up e 
63_dw, wt_up e 52_dw, 35_up e wt_dw, 46_up e wt_dw, indicati nella tabella 5.4.1 
Il plasmide pPA02E4FL\153-299 è stato ottenuto clonando nel sito Spe I del vettore 
pPA02 l'amplificato di PCR ottenuto dal vettore pcDNA3HAE4F con i primers E4F _up 
ed E4F _dw. Il plasmide pPA02p53L\251-393 è stato creato clonando nel sito Spe I del 
vettore pPA02 il prodotto di PCR ottenuto dall'amplificazione del vettore 
pcDNA3HAp53 con i primers p53_up e p53_dw. Il plasmide pPA02USPllL\267-332 è 
stato gentilmente fornito dal Dott. Edomi. 
Produzione di proteine ricombinanti. 
Batteri di E.co/i del ceppo BL21 contenenti i plasmidi della serie pAR3038 codificanti 
per le proteine HMGAla a lunghezza completa e per i mutanti di delezione sono stati 
fatti crescere a 37°C in presenza di ampicillina fino a 00600=06-08. Successivamente 
sono stati indotti mediante IPTG O.SmM per 4 ore. I batteri sono stati quindi 
centrifugati per 20 minuti a 4000RPM 4°C ed il pellet batterico è stato congelato a -
80°C. 
Le proteine HMGA ricombinanti sono state quindi estratte con un uguale volume di 
PCA al 5°/o (w/v) freddo in presenza di inibitori di proteasi. Dopo centrifugazione (20 
minuti, 2500xg, 0°C), il surnatante è stato recuperato e reso 0.3 M finale in HCI. Per 
far precipitare le proteine sono stati quindi aggiunti 8-10 volumi e lasciato a -20°C 
over-night. Trascorso questo tempo, si procede con un'ulteriore centrifugazione (30 
minuti, 2500xg, 0°C), si elimina il surnatante e si risospendono le proteine precipitate 
in l mi di H20. 
Purificazione HPLC 
I campioni proteici ottenuti mediante estrazione con acido perclorico, sono stati filtrati 
attraverso dei filtrini da 0.45 J.lm (Uitrafree MC - Millipore) ed iniettati direttamente nel 
sistema cromatografico a fase inversa: 
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Strumentazione del sistema cromatografico: 
l. sistema di degasaggio mediante gorgogliamento di elio; 
2. pompa binaria Perkin-Eimer Series 200 LC PUMP; 
3. colonna cromatografica Biorad C4 Hi-Pore RP column 250 mm x 4.6 mm; 
4. rilevatore UV Perkin-Eimer 785A UV/VIS DETECTOR; 
Solventi utilizzati: 
Solvente A: Acqua 0.1 % TFA (acido tri-fluoro-acetico) 
Solvente B: 95% CH3CN- 5% H20- 0.1% TFA 
Gradiente: 
o 1.0 0 .50 92 
1 1.0 0.50 92 
2 70.0 0 .50 82 
3 5.0 0 .50 o 
4 5.0 0 .50 o 
5 5.0 0 .50 92 
6 1.0 0.70 92 
7 15.0 0.90 92 
8 1.0 0.70 92 
9 1.0 0 .50 92 











La spettrometria di massa è stata utilizzata per la determinazione del peso molecolare 
delle proteine ricombinanti prodotte. Lo strumento utilizzato è un singolo quadrupolo 
PE-SCIEX API 1 con interfaccia ionizzante del tipo Ion-Spray. La modalità di analisi 
impiegata è stato di tipo infusivo, in cui il campione è stato sciolto in una soluzione 
acqua/acetonitrile (1: 1 v/v), 0.1% acido formico ed iniettato ad un flusso pari a 
1.7ml/min direttamente nello spettrofotometro per mezzo di una pompa infusiva. 
Parametri di acquisizione: step 0.1m/z (precisione nella lettura); dwell time: 0.5ms 
/tempo speso su ciascun valore m/z); intervallo di scansione 600-1200 m/z; modalità 
MCA (lo spettro di massa finale risulta come somma di più scansioni). 
Software di acquisizione: Tune 2.0 (PE-SCIEX) 
Software di elaborazione: MacSpec 3.22 e BioMultiview 1.3.1 (PE-SCIEX) 
Quantizzazione proteica: 
La metodica utilizzata per ricavare la quantità di proteina estratta è basata sul metodo 
di Waddel (1956). Nel caso delle proteine HMGA la relazione utilizzata è: 
Concentrazione di proteina (IJg/mL) = (A215 - A225) x 154.2 
La concentrazione della proteina in soluzione acquosa viene determinata allo 
spettrofofometro PERKIN ELMER Lambda Bio20 effettuando una serie di misurazioni di 
Assorbanza a lunghezze d'onda comprese tra 200 e 300nm. I valori misurati a 215 e 
225nm vengono inseriti nella relazione per il calcolo della concentrazione. 154.2 





1.5ml di soluzione lOOJ.i.g/ml di proteina HMGAla in O.lM NaHC03 pH 8.6 sono stati 
lasciati overnight in agitazione in un piatto Petri da 60x15mm. Successivamente, il 
surnatante contenente le proteine non legate viene eliminato ed il piatto viene 
bloccato con 5ml di Blocking buffer (O.lM NaHC03, 5mg/ml BSA, 0.02% NaN3). Dopo 
1 ora di incubazione, il piatto viene lavato per 6 volte con TBST 0.1°/o (50mM NaCI pH 
7.5, 150mM NaCI, Tween-20 0.1%) e si aggiunge lml di TBST 0.1% contenente 
2x1011 fagi. Il piatto viene lascaito per 60 minuti in agitazione a temperatura 
ambiente. Successivamente si eseguono 10 lavaggi con TBST 0.1% ed i fagi legati 
vengono eluiti con lml di soluzione di eluizione (0.2M Glicina pH 2.2, lmg/ml BSA). 
lml di eluato viene utilizzato per la titolazione, eseguendo diluizioni seriali e 
infettando 100J.LI di batteri ER2738 in fase di crescita "early log". 
Il restante eluato viene amplificato aggiungendolo a 20ml di batteri ER2738 sempre in 
fase "early log" e lasciato a 37°C in agitazione per 4.5 ore. 
I batteri vengono poi centrifugati ed al surnatante contenente i fagi viene aggiunto 
1/6 di volume di soluzione PEG/NaCI (20% w/v PEG8000, 2.5M NaCI). I fagi vengono 
fatti precipitare lasciando per 1 ora a 4°C e centrifugandoli per 30 minuti a 13000RPM 
ed infine vengono risospesi in 200J.LI di TBS (50mM Tris pH 7.5, 150mM NaCI). 
Phage-ELISA: 
I pozzetti di un piatto multiwell ELISA vengono trattati overnight con 100J.LI di una 
soluzione lJ.Lg/lOOJ.LI di HMGAla in NaHC03 pH 8.6. Successivamente, la soluzione 
viene eliminata e si procede al bloccaggio in agitazione per 1 ora con 300J.LI di blocking 
buffer. Dopo 10 lavaggi con TBST 0.1 %, si aggiungono diluizioni seria li fagiche in 
lOOJ.LI di TBST 0.1% e lasciato incubare a temperatura ambiente in agitazione per 1 
ora. Dopo lO lavaggi in TBST 0.1% si aggiungono 100J.LI di una soluzione di anticorpo 
a.-M13 diluita 1:5000 in TBST 0.1% e si lascia in agitazione per 1 ora a cui seguono 
ulteriori lO lavaggi in TBST 0.1 %. L'interazione viene visualizzata aggiungendo ad 
ogni pozzetto 100J.LI di TMB (Sigma) e seguendo la reazione colorimetrica. La reazione 
viene bloccata aggiungendo 50J.LI di H2S04 1M. L'interazione viene visualizzata 
mediante un lettore ELISA alla lunghezza d'onda di 450nm. 
Phage Western Blot: 
Una membrana contenente lJ.Lg di ognuna delle proteine ricombinanti viene trattata 
per 1 ora mediante soluzione di bloccaggio (PBS lX, latte in polvere 5% w/v, 0.1% 
Tween-20). Successivamente alla membrana vengono aggiunti lOml di soluzione di 
bloccaggio contenente 1010 fagi e si lascia in agitazione per lh. Dopo 5 lavaggi in 
soluzione di bloccaggio si aggiunge una soluzione contenente l'anticorpo a-M13 diluito 
1:5000 in soluzione di bloccaggio. Dopo ulteriori 5 lavaggi in soluzione di bloccaggio e 
2 lavaggi in PBS lX, 0.1% Tween20, l'interazione viene visualizzata mediante 




l. Bustin, M., Lehn, D. A., and Landsman, D. (1990) Biochim. Biophys. Acta. 1049(3), 231-
243 
2. Bustin, M., and Reeves, R. (1996) Prog. Nucleic Acid. Res. Mol. Bio/. (54), 35-100 
3. Huth, J. R., Bewley, C. A., Nissen, M. S., Evans, J. N., Reeves, R., Gronenbom, A. M., and 
Clore, G. M. (1997) Nat. Struct. Bio/. 4(8), 657-665 
4. Friedmann, M., Holth, L. T., Zoghbi, H. Y., and Reeves, R. (1993) Nucleic Acids Res 
21(18), 4259-4267 
5. Johnson, K. R., Cook, S. A., and Davisson, M. T. (1992) Genomics 12(3), 503-509 
6. Chau, K. Y., Patel, U. A., Lee, K. L., Lam, H. Y., and Crane-Robinson, C. (1995) Nucleic 
Acids Res 23(21), 4262-4266 
7. Zhou, X., Benson, K. F., Ashar, H. R., and Chada, K. (1995) Nature 376(6543), 771-774 
8. Johnson, K. R., Lehn, D. A., and Reeves, R. (1989) Mol Celi Bio/9(5), 2114-2123 
9. Nagpal, S., Ghosn, C., DiSepio, D., Molina, Y., Sutter, M., Klein, E. S., and Chandraratna, 
R. A. (1999) J Bio/ Chem 274(32), 22563-22568 
10. Reeves, R. (2001) Gene 277(1-2), 63-81 
11. Eckner, R., and Bimstiel, M. L. (1989) Nucleic Acids Res 17(15), 5947-5959 
12. Reeves, R., and Nissen, M. S. (1990) J Bio/ Chem 265(15), 8573-8582 
13. Slama-Schwok, A., Zakrzewska, K., Leger, G., Leroux, Y., Takahashi, M., Kas, E., and 
Debey, P. (2000) Biophys J18(5), 2543-2559 
14. Piekielko, A., Drung, A., Rogalla, P., Schwanbeck, R., Heyduk, T., Gerharz, M., Bullerdiek, 
J., and Wisniewski, J. R. (2001).1. Bio!. Chem. 276(3), 1984-1992 
15. Aravind, L., and Landsman, D. (1998) Nucleic Acids Res 26(19), 4413-4421 
16. Cui, T., Wei, S., Brew, K., and Leng, F. (2005) J Mol Bio/352(3), 629-645 
17. Bagga, R., Michalowski, S., Sabnis, R., Griffith, J. D., and Emerson, B. M. (2000) Nucleic 
Acids Res 28(13), 2541-2550 
18. Harrer, M., Luhrs, H., Bustin, M., Scheer, U., and Hock, R. (2004) J Celi Sci 117(Pt 16), 
3459-3471 
19. Sgarra, R., Rustighi, A., Tessari, M. A., Di Bernardo, J., Altamura, S., Fusco, A., 
Manfioletti, G., and Giancotti, V. (2004) FEBS Letters 574(1-3), 1-8 
20. Reeves, R., and Beckerbauer, L. (2001) Biochim. Biophys. Acta 1519(1-2), 13-29 
21. Lund, T., Holtlund, J., Fredriksen, M., and Laland, S. G. (1983) FEBS Letters 152(2), 163-
167 
22. Reeves, R., Langan, T. A., and Nissen, M. S. (1991) Proc Nati Acad Sci USA 88(5), 1671-
1675 
23. Nissen, M. S., Langan, T. A., and Reeves, R. (1991).1. Bio/. Chem. 266(30), 19945-19952 
24. Meijer, L., Ostvold, A. C., Walass, S. 1., Lund, T., and Laland, S. G. (1991) EurJ Biochem 
196(3), 557-567 
25. Schwanbeck, R., Manfioletti, G., and Wisniewski, J. R. (2000) J. Bio/. Chem. 275(3), 1793-
1801 
26. Martelli, A. M., Riccio, M., Bareggi, R., Manfioletti, G., Tabellini, G., Baldini, G., 
Narducci, P., and Giancotti, V. (1998) J Histochem Cytochem 46(7), 863-864 
95 
Bibliografia 
27. Amirand, C., Viari, A., Ballini, J. P., Rezaei, H., Beaujean, N., Jullien, D., Kas, E., and 
Debey, P. (1998) J Celi Sci 111 ( Pt 23), 3551-3561 
28. Saitoh, Y., and Laemmli, U. K. (1994) Cell76(4), 609-622 
29. Schwanbeck, R., and Wisniewski, J. R. (1997) J Bio/ Chem 272(43), 27476-27483 
30. Noro, B., Licheri, B., Sgarra, R., Rustighi, A., Tessari, M. A., Chau, K. Y., Ono, S. J., 
Giancotti, V., and Manfioletti, G. (2003) Biochemistry 42(15), 4569-4577 
31. Brants, J. R., Ayoubi, T. A., Chada, K., Marchal, K., V an de Ven, W. J., and Petit, M. M. 
(2004) FEBS Lett 569(1-3), 277-283 
32. Palvimo, J., and Linnala-Kankkunen, A. (1989) FEBS Lett 257(1), 101-104 
33. Ferranti, P., Malorni, A., Marino, G., Pucci, P., Goodwin, G. H., Manfioletti, G., and 
Giancotti, V. (1992).1. Bio/. Chem. 267(31), 22486-22489 
34. Wang, D.-Z., Ray, P., and Boothby, M. (1995) .1. Bio/. Chem. 270(39), 22924-22932 
35. Xiao, D. M., Pak, J. H., Wang, X., Sato, T., Huang, F. L., Chen, H. C., and Huang, K. P. 
(2000) J Neurochem 74(1), 392-399 
36. Banks, G. C., Li, Y., and Reeves, R. (2000) Biochemistry 39(28), 8333-8346 
37. Diana, F., Sgarra, R., Manfioletti, G., Rustighi, A., Poletto, D., Sciortino, M. T., Mastino, 
A., and Giancotti, V. (2001) .1. Bio/. Chem. 276(14), 11354-11361 
38. Polevoda, B., and Sherman, F. (2000) J Bio/ Chem 275(47), 36479-36482 
39. Munshi, N., Agalioti, T., Lomvardas, S., Merika, M., Chen, G., and Thanos, D. (2001) 
Science 293(5532), 1133-1136 
40. Yie, J., Merika, M., Munshi, N., Chen, G., and Thanos, D. (1999) EMBO .1. 18(11), 3074-
3089 
41. Giancotti, V., Bandiera, A., Sindici, C., Perissin, L., and Crane-Robinson, C. (1996) 
Biochem J317 ( Pt 3), 865-870 
42. Sgarra, R., Diana, F., Bellarosa, C., Dekleva, V., Rustighi, A., Toller, M., Manfioletti, G., 
and Giancotti, V. (2003) Biochemistry 42(12), 3575-3585 
43. Sgarra, R., Diana, F., Rustighi, A., Manfioletti, G., and Giancotti, V. (2003) Celi. Death & 
Di.fferentiation 10(3), 386-389 
44. Edberg, D. D., Bruce, J. E., Siems, W. F., and Reeves, R. (2004) Biochemistry 43(36), 
11500-11515 
45. Edberg, D. D., Adkins, J. N., Springer, D. L., and Reeves, R. (2005) .1. Bio/. Chem. 280(10), 
8961-8973 
46. Thanos, D., and Maniatis, T. (1992) Cell71(5), 777-789 
47. Disney, J. E., Johnson, K. R., Magnuson, N. S., Sylvester, S. R., and Reeves, R. (1989) J 
Celi Bio/109(5), 1975-1982 
48. Jenuwein, T., Forrester, W. C., Femandez-Herrero, L. A., Laible, G., Dull, M., and 
Grosschedl, R. (1997) Nature 385(6613), 269-272 
49. Zhao, K., Kas, E., Gonzalez, E., and Laemmli, U. K. (1993) Embo J12(8), 3237-3247 
50. Catez, F., Yang, H., Tracey, K. J., Reeves, R., Misteli, T., and Bustin, M. (2004) Mol Celi 
Bio/24(10), 4321-4328 
51. Reeves, R., and Nissen, M. S. (1993) J Bio/ Chem 268(28), 21137-21146 
52. Reeves, R., and Wolffe, A. P. (1996) Biochemistry 35(15), 5063-5074 
53. John, S., Reeves, R. B., Lin, J. X., Child, R., Leiden, J. M., Thompson, C. B., and Leonard, 
W. J. (1995) Mol Celi Bio/15(3), 1786-1796 
54. John, S., Marais, R., Child, R., Light, Y., and Leonard, W. J. (1996) J Exp Med 183(3), 743-
750 
55. Falvo, J. V., Thanos, D., and Maniatis, T. (1995) Cell83(7), 1101-1111 
56. Borrmann, L., Schwanbeck, R., Heyduk, T., Seebeck, B., Rogalla, P., Bullerdiek, J., and 
Wisniewski, J. R. (2003) Nucleic Acids Res 31(23), 6841-6851 




58. Brunetti, A., Manfioletti, G., Chiefari, E., Goldfine, L D., and Foti, D. (200 l) Faseb J 15(2), 
492-500 
59. Melillo, R. M., Pierantoni, G. M., Scala, S., Battista, S., Fedele, M., Stella, A., De Biasio, 
M. C., Chiappetta, G., Fidanza, V., Condorelli, G., Santoro, M., Croce, C. M., Viglietto, G., 
and Fusco, A. (2001) Mo/ Celi Bio/21(7), 2485-2495 
60. Du, W., Thanos, D., and Maniatis, T. (1993) Cell74(5), 887-898 
61. Himes, S. R., Reeves, R., Attema, J., Nissen, M., Li, Y., and Shannon, M. F. (2000) J 
Immuno/164(6), 3157-3168 
62. Leger, H., Sock, E., Renner, K., Grummt, F., and Wegner, M. (1995) Mol Celi Bio/15(7), 
3738-3747 
63. Nagulapalli, S., Pongubala, J. M., and Atchison, M. L. (1995) J Immuno/155(9), 4330-4338 
64. Currie, R. A. (1997) J Bio/ Chem 272( 49), 30880-30888 
65. Abdulkadir, S. A., Casolaro, V., Tai, A. K., Thanos, D., and Ono, S. J. (1998) J Leukoc Bio/ 
64(5), 681-691 
66. Chin, M. T., Pellacani, A., Wang, H., Lin, S. S., Jain, M. K., Perrella, M. A., and Lee, M. E. 
(1998) J Bio/ Chem 273(16), 9755-9760 
67. Bouallaga, I., Massicard, S., Yaniv, M., and Thierry, F. (2000) EMBO Rep 1(5), 422-427 
68. Zentner, M. D., Lin, H. H., Deng, H. T., Kim, K. J., Shih, H. M., and Ann, D. K. (2001) J 
Bio/ Chem 276(32), 29805-29814 
69. Scala, S., Portella, G., Fedele, M., Chiappetta, G., and Fusco, A. (2000) Proc Nati Acad Sci 
USA 97(8), 4256-4261 
70. Fedele, M., Pierantoni, G. M., Berlingieri, M. T., Battista, S., Baldassarre, G., Munshi, N., 
Dentice, M., Thanos, D., Santoro, M., Viglietto, G., and Fusco, A. (2001) Cancer Res. 
61(11), 4583-4590 
71. Massaad-Massade, L., Navarro, S., Krummrei, U., Reeves, R., Beaune, P., and Barouki, R. 
(2002) Biochemistry 41(8), 2760-2768 
72. Manabe, T., Katayama, T., Sato, N., Gomi, F., Hitomi, J., Yanagita, T., Kudo, T., Honda, 
A., Mori, Y., Matsuzaki, S., Imaizumi, K., Mayeda, A., and Tohyama, M. (2003) Celi Death 
Differ 10(6), 698-708 
73. Tessari, M. A., Gostissa, M., Altamura, S., Sgarra, R., Rustighi, A., Salvagno, C., Caretti, 
G., Imbriano, C., Mantovani, R., Del Sal, G., Giancotti, V., and Manfioletti, G. (2003) Mol. 
Celi. Bio/. 23(24), 9104-9116 
74. Frasca, F., Rustighi, A., Malaguarnera, R., Altamura, S., Vigneri, P., Del Sal, G., Giancotti, 
V., Pezzino, V., Vigneri, R., and Manfioletti, G. (2006) Cancer Res 66(6), 2980-2989 
75. Pierantoni, G. M., Rinaldo, C., Esposito, F., Mottolese, M., Soddu, S., and Fusco, A. (2006) 
Celi Death Differ 13(9), 1554-1563 
76. Sgarra, R., Tessari, M. A., Di Bernardo, J., Rustighi, A., Zago, P., Liberatori, S., Armini, A., 
Bini, L., Giancotti, V., and Manfioletti, G. (2005) Proteomics 5(6), 1494-1506 
77. Lewis, R. T., Andreucci, A., and Nikolajczyk, B. S. (2001) J Bio/ Chem 276(12), 9550-9557 
78. Kaszubska, W., Hooft van Huijsduijnen, R., Ghersa, P., DeRaemy-Schenk, A. M., Chen, B. 
P., Hai, T., DeLamarter, J. F., and Whelan, J. (1993) Mol Celi Bio/13(11), 7180-7190 
79. Treff, N. R., Dement, G. A., Adair, J. E., Britt, R. L., Nie, R., Shima, J. E., Taylor, W. E., 
and Reeves, R. (2004) Oncogene 23(52), 8557-8562 
80. Masciullo, V., Baldassarre, G., Pentimalli, F., Berlingieri, M. T., Boccia, A., Chiappetta, G., 
Palazzo, J., Manfioletti, G., Giancotti, V., Viglietto, G., Scambia, G., and Fusco, A. (2003) 
Carcinogenesis 24(7), 1191-1198 
81. Chase, M. B., Haga, S. B., Hankins, W. D., Williams, D. M., Bi, Z., Strovel, J. W., Obriecht, 
C., and Berg, P. E. (1999) Am J Hemato/60(1), 27-35 
82. Bagga, R., and Emerson, B. M. (1997) Genes Dev 11(5), 629-639 
83. Giancotti, V., Berlingieri, M. T., DiFiore, P. P., Fusco, A., Vecchio, G., and Crane-
Robinson, C. (1985) Cancer Res. 45(12), 6051-6057 
97 
Bibliografia 
84. Giancotti, V., Pani, B., D'Andrea, P., Berlingieri, M. T., Di Fiore, P. P., Fusco, A., Vecchio, 
G., Crane-Robinson, C., and Goodwin, G. H. (1987) Basic Appl. Histochem. 31(3), 229-238 
85. Rogalla, P., Drechsler, K., Frey, G., Hennig, Y., Helmke, B., Bonk, U., and Bullerdiek, J. 
(1996) Am. J. Pathol. 149(3), 775-779 
86. Hirning-Folz, U., Wilda, M., Rippe, V., Bullerdiek, J., and Hameister, H. (1998) Genes, 
Chromosomes Cancer 23( 4), 350-357 
87. Chiappetta, G., Avantaggiato, V., Visconti, R., Fedele, M., Battista, S., Trapasso, F., 
Merciai, B. M., Fidanza, V., Giancotti, V., Santoro, M., Simeone, A., and Fusco, A. (1996) 
Oncogene 13(11 ), 2439-2446 
88. Tamimi, Y., van der Poel, H. G., Denyn, M. M., Umbas, R., Karthaus, H. F., Debruyne, F. 
M., and Schalken, J. A. (1993) Cancer. Res. 53(22), 5512-5516 
89. Tallini, G., and Dal Cin, P. (1999) A dv. Anat. Pathol. 6(5), 237-246 
90. Giancotti, V., Buratti, E., Perissin, L., Zorzet, S., Balmain, A., Portella, G., Fusco, A., and 
Goodwin, G. H. (1989) Exp. Celi. Res. 184(2), 538-545 
91. Giancotti, V., Bandiera, A., Buratti, E., Fusco, A., Marzari, R., Coles, B., and Goodwin, G. 
H. (1991) Eur. J. Biochem. 198(1), 211-216 
92. Bussemakers, M. J., van de Ven, W. J., Debruyne, F. M., and Schalken, J. A. (1991) Cancer 
Res. 51(2), 606-611 
93. Chiappetta, G., Bandiera, A., Berlingieri, M. T., Visconti, R., Man:fioletti, G., Battista, S., 
Martinez-Tello, F. J., Santoro, M., Giancotti, V., and Fusco, A. (1995) Oncogene 10(7), 
1307-1314 
94. Chiappetta, G., Tallini, G., De Biasio, M. C., Manfioletti, G., Martinez-Tello, F. J., 
Pentimalli, F., de Nigris, F., Mastro, A., Botti, G., Fedele, M., Berger, N., Santoro, M., 
Giancotti, V., and Fusco, A. ( 1998) Cancer Res 58( 18), 4193-4198 
95. Fedele, M., Bandiera, A., Chiappetta, G., Battista, S., Viglietto, G., Man:fioletti, G., 
Casamassimi, A., Santoro, M., Giancotti, V., and Fusco, A. ( 1996) Cancer Re s. 56(8), 1896-
1901 
96. Kim, D. H., Park, Y. S., Park, C. J., Son, K. C., Nam, E. S., Shin, H. S., Ryu, J. W., Kim, D. 
S., Park, C. K., and Park, Y. E. (1999) Int J Cancer 84(4), 376-380 
97. Chiappetta, G., Man:fioletti, G., Pentimalli, F., Abe, N., Di Bonito, M., Vento, M. T., 
Giuliano, A., Fedele, M., Viglietto, G., Santoro, M., Watanabe, T., Giancotti, V., and Fusco, 
A. (2001) Int J Cancer 91(2), 147-151 
98. Bandiera, A., Bonifacio, D., Manfioletti, G., Mantovani, F., Rustighi, A., Zanconati, F., 
Fusco, A., Di Bonito, L., and Giancotti, V. (1998) Cancer Res. 58(3), 426-431 
99. Abe, N., Watanabe, T., Masaki, T., Mori, T., Sugiyama, M., Uchimura, H., Fujioka, Y., 
Chiappetta, G., Fusco, A., andAtomi, Y. (2000) Cancer Res 60(12), 3117-3122 
100. Abe, N., Watanabe, T., Izumisato, Y., Masaki, T., Mori, T., Sugiyama, M., Chiappetta, G., 
Fusco, A., Fujioka, Y., andAtomi, Y. (2002) Pancreas 25(2), 198-204 
101. Tamimi, Y., V an der Poel, H. G., Karthaus, H. F., Debruyne, F. M., and Schalken, J. A. 
(1996) Br. J. Cancer. 74(4), 573-578 
102. Ram, T. G., Reeves, R., and Hosick, H. L. (1993) Cancer. Res. 53(11), 2655-2660 
103. Liu, W. M., Guerra-Vladusic, F. K., Kurakata, S., Lupu, R., and Kohwi-Shigematsu, T. 
(1999) Cancer Res 59(22), 5695-5703 
104. Wood, L. J., Mukherjee, M., Dolde, C. E., Xu, Y., Maher, J. F., Bunton, T. E., Williams, J. 
B., and Resar, L. M. (2000) Mol Celi Bio/20(15), 5490-5502 
105. Giannini, G., Kim, C. J., Di Marcotullio, L., Manfioletti, G., Cardinali, B., Cerignoli, F., 
Ristori, E., Zani, M., Frati, L., Screpanti, I., and Guilino, A. (2000) Br J Cancer 83(11 ), 
1503-1509 
106. Reeves, R., Edberg, D. D., and Li, Y. (2001) Mol Celi Bio/21(2), 575-594 




108. Adair, J. E., Kwon, Y., Dement, G. A., Smerdon, M. J., and Reeves, R. (2005) J Bio/ Chem 
280(37), 32184-32192 
109. Klotzbucher, M., Wasserfall, A., and Fuhrmann, U. (1999) Am J Patho/155(5), 1535-1542 
110. Piere Rogalla, K. D. B. K. V. R. U. B. J. B. (1997) Molecular Carcinogenesis 19(3), 153-
156 
111. V anni, R., Dal Cin, P., Marras, S., Moerman, P., Andria, M., Valdes, E., Deprest, J., and 
V an den Berghe, H. (1993) Cancer Gene t Cytogenet 68(1 ), 32-33 
112. Staats, B., Bonk, U., Wanschura, S., Hanisch, P., Schoenmakers, E. F., V an de Ven, W. J., 
Bartnitzke, S., and Bullerdiek, J. (1996) Breast Cancer Res Treat 38(3), 299-303 
113. Kools, P. F., Wanschura, S., Schoenmakers, E. F., Geurts, J. M., Mols, R., Kazmierczak, B., 
Bullerdiek, J., V an den Berghe, H., and V an de Ven, W. J. (1995) Cancer Genet Cytogenet 
79(1), 1-7 
114. Fedele, M., Battista, S., Manfioletti, G., Croce, C. M., Giancotti, V., and Fusco, A. (2001) 
Carcinogenesis 22(10), 1583-1591 
115. Ashar, H. R., Cherath, L., Przybysz, K. M., and Chada, K. (1996) Genomics 31(2), 207-214 
116. Nucci, M. R., Weremowicz, S., Neskey, D. M., Somberger, K., Tallini, G., Morton, C. C., 
and Quade, B. J. (200 l) Genes Chromosomes Cancer 32(2), 172-176 
117. Fedele, M., Berlingieri, M. T., Scala, S., Chiariotti, L., Viglietto, G., Rippel, V., Bullerdiek, 
J., Santoro, M., and Fusco, A. (1998) Oncogene 17(4), 413-418 
118. Berlingieri, M. T., Manfioletti, G., Santoro, M., Bandiera, A., Visconti, R., Giancotti, V., 
and Fusco, A. (1995) Mol Celi Bio/15(3), 1545-1553 
119. Adotta, P., Tai, A. K., Manfioletti, G., Clifford, C., Jay, G., and Ono, S. J. (2000) J Bio/ 
Chem 275(19), 14394-14400 
120. Battista, S., Fidanza, V., Fedele, M., Klein-Szanto, A. J., Outwater, E., Brunner, H., Santoro, 
M., Croce, C. M., and Fusco, A. (1999) Cancer Res 59(19), 4793-4797 
121. Zaidi, M. R., Okada, Y., and Chada, K. K. (2006) Cancer Res 66(15), 7453-7459 
122. Fedele, M., Battista, S., Kenyon, L., Baldassarre, G., Fidanza, V., Klein-Szanto, A. J., 
Parlow, A. F., Visone, R., Pierantoni, G. M., Outwater, E., Santoro, M., Croce, C. M., and 
Fusco, A. (2002) Oncogene 21(20), 3190-3198 
123. Kahn, C. R. (1994) Diabetes 43(8), 1066-1084 
124. Goldfine, I. D. (1987) Endocr Rev 8(3), 235-255 
125. Foti, D., Chiefari, E., Fedele, M., Iuliano, R., Brunetti, L., Paonessa, F., Manfioletti, G., 
Barbetti, F., Brunetti, A., Croce, C. M., Fusco, A., and Brunetti, A. (2005) Nat Med 11(1), 
765-773 
126. Brunetti, A., Foti, D., and Goldfine, I. D. (1993) J Clin Invest 92(3), 1288-1295 
127. Foti, D., Iuliano, R., Chiefari, E., and Brunetti, A. (2003) Mol Celi Bio/23(8), 2720-2732 
128. Johnson, K. R., Disney, J. E., Wyatt, C. R., and Reeves, R. (1990) Exp Celi Res 187(1), 69-
76 
129. Ogram, S. A., and Reeves, R. (1995) J Bio/ Chem 270(23), 14235-14242 
130. Holth, L. T., Thorlacius, A. E., and Reeves, R. (1997) DNA Celi Bio/16(11), 1299-1309 
131. Lanahan, A., Williams, J. B., Sanders, L. K., and Nathans, D. (1992) Mol. Celi. Bio/. 12(9), 
3919-3929 
132. Pellacani, A., Chin, M. T., Wiesel, P., Ibanez, M., Patel, A., Yet, S. F., Hsieh, C. M., 
Paulauskis, J. D., Reeves, R., Lee, M. E., and Perrella, M. A. (1999) J Bio/ Chem 274(3), 
1525-1532 
133. Tang, J., Gary, J. D., Clarke, S., and Herschman, H. R. (1998) J. Bio/. Chem. 273(27), 
16935-16945 
134. Kinoshita, T., Shirasawa, H., Shino, Y., Shimizu, K., Moriya, H., and Simizu, B. (1996) 
Virus Res 42(1-2), 119-125 




136. Hebert, C., Norris, K., Scheper, M. A., Nikitakis, N., and Sauk, J. J. (2007) Mol Cancer 6, 5 
137. Schiltz, J. F., Rustighi, A., Tessari, M. A., Liu, J., Braghetta, P., Sgarra, R., Stebel, M., 
Bressan, G. M., Altruda, F., Giancotti, V., Chada, K., and Manfioletti, G. (2003) Biochem. 
Biophys. Re s. Commun. 309( 4 ), 718-723 
138. Benini, F., Onorati, M., Altamura, S., Manfioletti, G., and Vignali, R. (2006) Biochem 
Biophys Res Commun 351(2), 392-397 
139. Benson, K. F., and Chada, K. (1994) Genet Res 64(1), 27-33 
140. Anand, A., and Chada, K. (2000) Nat Genet 24(4), 377-380 
141. Fedele, M., Fidanza, V., Battista, S., Pentimalli, F., Klein-Szanto, A. J., Visone, R., De 
Martino, 1., Curcio, A., Morisco, C., Del Vecchio, L., Baldassarre, G., Arra, C., Viglietto, 
G., Indolfi, C., Croce, C. M., and Fusco, A. (2006) Cancer Res 66(5), 2536-2543 
142. Liu, J., Schiltz, J. F., Ashar, H. R., and Chada, K. K. (2003) Mol Reprod Dev 66(1), 81-89 
143. Chieffi, P., Battista, S., Barchi, M., Di Agostino, S., Pierantoni, G. M., Fedele, M., 
Chiariotti, L., Tramontano, D., and Fusco, A. (2002) Oncogene 21(22), 3644-3650 
144. Di Agostino, S., Fedele, M., Chieffi, P., Fusco, A., Rossi, P., Geremia, R., and Sette, C. 
(2004) Mol Bio/ Cell15(3), 1224-1232 
145. Narita, M., Narita, M., Krizhanovsky, V., Nunez, S., Chicas, A., Hearn, S. A., Myers, M. P., 
and Lowe, S. W. (2006) Cel/126(3), 503-514 
146. Katz, J. E., Dlakic, M., and Clarke, S. (2003) Mol Celi Proteomics 2(8), 525-540 
147. Bedford, M. T., and Richard, S. (2005) Mol Cell18(3), 263-272 
148. McBride, A. E., and Silver, P. A. (2001) Cel/106(1), 5-8 
149. Zhang, X., Zhou, L., and Cheng, X. (2000) Embo J 19(14), 3509-3519 
150. Weiss, V. H., McBride, A. E., Soriano, M. A., Filman, D. J., Silver, P. A., and Hogle, J. M. 
(2000) Nat Struct Bio/ 7(12), 1165-1171 
151. Lee, D. Y., Teyssier, C., Strahl, B. D., and Stallcup, M. R. (2005) Endocr. Rev. 26(2), 147-
170 
152. Najbauer, J., Johnson, B. A., Young, A. L., and Aswad, D. W. (1993) J Bio/ Chem 268(14), 
10501-10509 
153. Cuthbert, G. L., Daujat, S., Snowden, A. W., Erdjument-Bromage, H., Hagiwara, T., 
Yamada, M., Schneider, R., Gregory, P. D., Tempst, P., Bannister, A. J., and Kouzarides, T. 
(2004) Cellll8(5), 545-553 
154. Wang, Y., Wysocka, J., Sayegh, J., Lee, Y. H., Perlin, J. R., Leonelli, L., Sonbuchner, L. S., 
McDonald, C. H., Cook, R. G., Dou, Y., Roeder, R. G., Clarke, S., Stallcup, M. R., Allis, C. 
D., and Coonrod, S. A. (2004) Science 306(5694), 279-283 
155. Frankel, A., Yadav, N., Lee, J., Branscombe, T. L., Clarke, S., and Bedford, M. T. (2002) J. 
Bio/. Chem. 277(5), 3537-3543 
156. Boulanger, M. C., Liang, C., Russell, R. S., Lin, R., Bedford, M. T., Wainberg, M. A., and 
Richard, S. (2005) J. Viro/. 79(1 ), 124-131 
157. El-Andaloussi, N., Valovka, T., Toueille, M., Steinacher, R., Focke, F., Gehrig, P., Covic, 
M., Hassa, P. 0., Schar, P., Hubscher, U., and Hottiger, M. O. (2006) Mol Cel/22(1), 51-62 
158. Diana, F., Di Bernardo, J., Sgarra, R., Tessari, M. A., Rustighi, A., Fusco, A., Giancotti, V., 
and Manfioletti, G. (2005) Int. J. Oncol. 26(2), 515-520 
159. Swiercz, R., Person, M. D., and Bedford, M. T. (2005) Biochem. J. 386, 85-91 
160. Herrmann, F., Bossert, M., Schwander, A., Akgun, E., and Fackelmayer, F. O. (2004) J. 
Bio/. Chem. 279(47), 48774-48779 
161. Yamada, H., Mori, H., Momoi, H., Nakagawa, Y., Ueguchi, C., and Mizuno, T. (1994) 
Yeast 10(7), 883-894 
162. Lamartine, J., Seri, M., Cinti, R., Heitzmann, F., Creaven, M., Radomski, N., Jost, E., 
Lenoir, G. M., Romeo, G., and Sylla, B. S. (1997) Cytogenet Celi Genet 78(1), 31-35 




164. Hunter, T. (1997) Cell88(3), 333-346 
165. Xia, X., Cheng, A., Lessor, T., Zhang, Y., and Hamburger, A. W. (2001) J Celi Physiol 
187(2), 209-217 
166. Lima, C. D., Klein, M. G., and Hendrickson, W. A. (1997) Science 278(5336), 286-290 
167. Korsisaari, N., and Makela, T. P. (2000)J Bio/ Chem 275(45), 34837-34840 
168. Weiske, J., and Huber, O. (2006) J Bio/ Chem 281(37), 27356-27366 
169. Torti, F. M., and Torti, S. V. (2002) Blood99(10), 3505-3516 
170. Kwok, J. C., and Richardson, D. R. (2004) Mol Pharmaco/65(1), 181-195 
171. Harrison, P. M., and Arosio, P. (1996) Biochim Biophys Acta 1275(3), 161-203 
172. Beard, J. L., Connor, J. D., and Jones, B. C. (1993) Prog Food Nutr Sci 17(3), 183-221 
173. Thompson, K. J., Fried, M. G., Ye, Z., Boyer, P., and Connor, J. R. (2002) J Celi Sci 115(Pt 
10), 2165-2177 
174. Blissman, G., Menzies, S., Beard, J., Palmer, C., and Connor, J. (1996) Dev Neurosci 18(4), 
274-281 
175. Cheepsunthom, P., Palmer, C., and Connor, J. R. (1998) J Comp Neuro/400(1 ), 73-86 
176. Zhang, Y., Ni, J., Zhou, G., Yuan, J., Ren, W., Shan, Y., Tang, W., Yu, L., and Zhao, S. 
(2005) Mo/ Bio/ Rep 32(3), 185-189 
177. Kluge, R., Giesen, K., Bahrenberg, G., Plum, L., Ortlepp, J. R., and Joost, H. G. (2000) 
Diabeto/ogia 43(12), 1565-1572 
178. Esser, C., and Radbruch, A. (1990) Annua/ Review of Immuno/ogy 8(1), 717-735 
179. Stavnezer, J., Radcliffe, G., Lin, Y. C., Nietupski, J., Berggren, L., Sitia, R., and Severinson, 
E. (1988) Proc. Nati. Acad. Sci. USA 20(85), 7704-7708 
180. Lutzker, S., and Alt, F. W. (1988) Mol Celi Bio/8(4), 1849-1852 
181. Severinson, E., Femandez, C., and Stavnezer, J. (1990) Eur. J. Immunol. 5(20), 1079-1084 
182. Snapper, C., Finkelman, F., and Paul, W. (1988) J. Exp. Med. 167(1), 183-196 
183. Rothman, P., Lutzker, S., Cook, W., Coffman, R., and Alt, F. (1988) J. Exp. Med. 168(6), 
2385-2389 
184. Waters, S., Saikh, K., and Stavnezer, J. (1989) Mol Celi Bio/12(9), 5594-5601 
185. Liao, F., Birshtein, B., Busslinger, M., and Rothman, P. (1994) J /mmuno/152(6), 2904-
2911 
186. Thienes, C., De Monte, L., Monticelli, S., Busslinger, M., Gould, H., and Vercelli, D. (1997) 
J. Immunol. 158(12), 5874-5882 
187. Kim, J., Reeves, R., Rothman, P., and Boothby, M. (1995) EurJ Immunol. 3(25), 798-808 
188. Stuart, E. T., Kioussi, C., and Gruss, P. (1994) Annua/ Review ofGenetics 28(1), 219-238 
189. Strachan, T., and Read, A. (1994) Curr. Opin. Genet. Dev. 3(4), 427-438 
190. Adams, B., Dorfler, P., Aguzzi, A., Kozmik, Z., Urbanek, P., Maurer-Fogy, 1., and 
Busslinger, M. (1992) Genes Dev 9(6), 1589-1607 
191. Barberis, A., Widenhom, K., Vitelli, L., and Busslinger, M. (1990) Genes Dev 5(4), 849-859 
192. Liao, F., Giannini, S., and Birshtein, B. (1992) J Immuno/148(9), 2909-2917 
193. Xu, L., Kim, M., and Marcu, K. (1992) Int Immuno/8(4), 875-887 
194. Rothman, P., Li, S., Gorham, B., Glimcher, L., Alt, F., and Boothby, M. (1991) Mol Celi 
Bio/11(11), 5551-5561 
195. Cha, T. L., Qiu, L., Chen, C. T., Wen, Y., and Hung, M. C. (2005) Cancer Res 65(6), 2287-
2295 
196. Wang, D., Zamorano, J., Keegan, A. D., and Boothby, M. (1997) J. Bio!. Chem. 272(40), 
25083-25090 
197. Kelly-Welch, A. E., Hanson, E. M., Boothby, M. R., and Keegan, A. D. (2003) Science 
300(5625), 1527-1528 
198. Delphin, S., and Stavnezer, J. (1995)J ExpMed 181(1), 181-192 
101 
Bibliografia 
199. Fedele, M., Pentimalli, F., Baldassarre, G., Battista, S., Klein-Szanto, A. J., Kenyon, L., 
Visone, R., De Martino, 1., Cianniello, A., Arra, C., Viglietto, G., Croce, C. M., and Fusco, 
A. (2005) Oncogene 24(21), 3427-3435 
200. Dingwall, C., and Laskey, R. A. (1991) Trends Biochem. Sci. 16(12), 478-481 
201. Robbins, J., Dilworth, S. M., Laskey, R. A., and Dingwall, C. (1991) Cell64(3), 615-623 
202. Truant, R., Fridell, R. A., Benson, E. R., Herold, A., and Cullen, B. R. (1998) Eur J Celi 
Bio/77(4), 269-275 
203. Palmeri, D., and Malim, M. H. (1999) Mol Celi Bio/19(2), 1218-1225 
204. Goldfarb, D. S., Corbett, A. H., Mason, D. A., Harreman, M. T., and Adam, S. A. (2004) 
Trends in Celi Biology 14(9), 505-514 
205. Harreman, M. T., Kline, T. M., Milford, H. G., Harben, M. B., Hodel, A. E., and Corbett, A. 
H. (2004) J Bio/ Chem 279(20), 20613-20621 
206. Kovac, C. R., Emelyanov, A., Singh, M., Ashouian, N., and Birshtein, B. K. (2000) J. Bio/. 
Chem. 275(22), 16752-16757 
207. Sorg, G., and Stamminger, T. (1999) Biotechniques 26(5), 858-862 
208. Ellington, A. D., and Szostak, J. W. (1990) Nature 346(6287), 818-822 
209. Colas, P., Cohen, B., Jessen, T., Grishina, 1., McCoy, J., and Brent, R. (1996) Nature 
380(6574), 548-550 
21 O. Xu, C. W., Mendelsohn, A. R., and Brent, R. (1997) Proc Nati Acad Sci USA 94(23), 
12473-12478 
211. Fabbrizio, E., Le Cam, L., Polanowska, J ., Kaczorek, M., Lamb, N., Brent, R., and Sardet, 
C. (1999) Oncogene 18(30), 4357-4363 
212. Butz, K., Denk, C., Ullmann, A., Scheffner, M., and Hoppe-Seyler, F. (2000) Proc Nati 
Acad Sci USA 97(12), 6693-6697 
213. Park, S. H., and Raines, R. T. (2000) Nat Biotechno/18(8), 847-851 
214. Lipinski, C. A., Lombardo, F., Dominy, B. W., and Feeney, P. J. (2001) Adv Drug De/iv Rev 
46(1-3), 3-26 
102 
TIIE JOURNAL O>' BIOLOOICAL CHEitiSrRY 
O 2004 by The American Society for BiochemiBtry and Mole<:ular Biolugy, !ne. 
Vol. 279, No.3, lesue of January 16, pp. 1777-1766, 2004 
Pri,.ted in U.S.A. 
CD40 Stimulation Induces Pax5/BSAP and EBF Activation through a 
APE/Ref-1-dependent Redox Mechanism* 
Received for publication, May 23, 2003, and in revised form, October 8, 2003 
Published, JBC Papers in Press, October 31, 2003, DOI 10.1074/jbc.M305418200 
Sonia Merluzzi*§, Massimo Moretti*§, Sandro Altamura*§, Patty Zwollo11, 
Mikael Sigvardssonli,Gaetano Vitale*§, and Carlo Pucillo*§** 
From the tJ)ipartimento di Scienze e Tecnologie Biomediche, §M A.T.I. Center of Excellence P.le Kolbe 4, Università degli 
Studi di Udine, 33100 Udine, ltaly, the Wepartment of Biology, The College of Williom and Mary, Williamsburg, 
Virginia 23185, and the IILaboratory of Cellular Differentiation, Department of Stem Celi Biology, Lund University, 
S-221 84 Lund, Sweden 
CD40 is a member of the growing tumor necrosis fac-
tor receptor family that has been shown to play impor-
tant roles in T cell-mediated B lymphocyte activation. 
Ligation of B celi CD40 by CDI54, mainly expressed on 
activated T cells, stimulates B celi proliferation, differ-
entiation, isotype switching, up-regulation of surface 
molecules contributing to antigen presentation, devel-
opment of the germinai center, and the bumoral mem-
ory response. In this study we demonstrate that the 
redox factor APE/Ref-1 acts as a key signaling interme-
diate in response to CD40-mediated B celi activation. 
The transcription factors PBll:5a or BSAP (B celllineage-
specific activator protein) and EBF (early B celi factor) 
are constitutively expressed in spleen B cells and CD40 
cross-linking induces increases in PBll:5a and EBF bind-
ing activity compared with nonstimulated B cells. We 
show that upon CD40 antibody-mediated cross-linking, 
APE/Ref-1 translocates from the cytoplasm to the nu-
cleus of activated B cells, where it modulates the DNA 
binding activity of both PBll:5a and EBF. Moreover, we 
show that the repression of APE/Ref-1 protein produc-
tion is able to block CD40-mediated Pax5a activation. 
We also provide evidence that APE/Ref-I can modulate 
the cooperative activation of the blk promoter operated 
by PBll:5a and EBF and that APE/Ref-1 might directly 
regniate EBF functional activity. Finally, we show that 
the interaction between Pax5a and EBF enhances EBF 
binding activity to its consensus sequence, suggesting 
that PBll:5a can physically interact with EBF and modu· 
late its DNA binding activity. 
CD40 is a surface receptor expressed on B cells and certain 
accessory cells that beiong to the pieiotropic growing tumor 
necrosis factor receptor superfamiiy. The interaction between 
CD40 and its ligand (CD154), which is mainiy expressed on 
activated CD4+ T cells, is criticai in the reguiation ofimmune 
response. Engagement of CD40 on B Iymphocytes promotes 
proliferation, cytokine production, up-reguiation ofvarious sur-
face moiecules invoived in antigen presentation, formation of 
germinai center, memory B celi, and antibody isotype switching 
(1, 2). CD40 activates the c-Jun NH2-terminal kinase-stress-
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activated protein kinase, NF-KB (3, 4), p38 kinase (5), and 
extracelluiar signal-reguiated kinase-mitogen-activated pro-
tein kinase (MAPK) pathways (6). In addition to these serine-
threonine kinases, a link between CD40 signaling and phos-
phatidyiinositoi 3-kinase has been suggested (7-9J. In each of 
the above pathways, one of the major final outcomes is an 
aiteration in the activity of one or more transcription factors. 
Pax5a or B celi lineage-specific activator protein (BSAP)1 
and EBF (early B celi factor) are two transcription factors 
essentiai for B cell deveiopment. Both are expressed at ali 
stages of B cell development except in the plasma cell and are 
invoived in the transcription controi of severai B cell 
restricted genes. 
Pax5a, the product of the Pax5 gene, is a member of a 
multigene family of transcription factors that share the paired 
box DNA binding domain and are important reguiators of eariy 
deveiopment (10). The Pax5 gene is altemativeiy spiiced during 
B celi deveiopment: the predominant form Pax5a (fuli-Iength 
Pax5), Pax5b, Pax5d, and Pax5e (11). Oniy Pax5a and Pax5d 
possess an intact DNA-binding domain, enabling them to in-
teract with and compete for Pax5-binding sites on DNA. Pax5d 
and Pax5e do not have transactivation, repression, or partial 
homeodomain homoiogy regions at the C terminus but present 
a 42-amino acid novei sequence with unknown function (11). 
Pax5a is essentiai for the deveiopment of B cells; Pax5 gene 
knockout mice have no mature B cells and serum immuno-
giobulins, and B celi deveiopment in such mice is arrested at 
the pro-B stage (12-14). Pax5a binding sites have been identi-
fied in the reguiatory sequences of a number of genes, including 
mb-l, CD19 (15), the k-light chain (16-18), VpreBl, .\5 (19), the 
J chain (20), blk (21, 22), the mouse engrailed gene (23), the 
human X-box binding protein-1 (24) and p53 (25), although the 
functionai significance of many of these sites in vivo is un-
known. In mature B cells, Pax5a is involved in celi activation, 
proliferation, and Ig class switching (16, 26-32). 
We have previousiy shown that Pax5a activity is regulated 
through a redox mechanism. In particuiar we demonstrated 
that an oxidized form ofPax5a is unabie to interact with DNA, 
whereas the reduced form binds strongiy, and that an intramo-
lecuiar disuifide bond within the paired domain of Pax5a 
causes interference with specific DNA binding (37). Moreover, 
exposure of B cells to H20 2 results in rapid transfer of the 
cytopiasmic redox factor APE/Ref-I into the nucleus, an event 
1 The abbreviations used are: BSAP, B celllineage-speci:fic activator 
prolein; DTI, dithiothreitol; mAb, monoclonal antibody; CMV, cytomeg-
alovirus; luc, luciferase; GST, glutathione S-transferase; EMSA, elec-
trophoretic mobility shift assay; PBS, phosphale-buffered saline; Te, 
letracycline; ROS, reactive oxygen species; EBF, early B celi factor. 
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correlated with an increase in Pax5a binding activity (33). 
APE/Ref-1 (also designated HAP-1) is a trifunctional protein 
involved in apurinic/apyrimidinic endonuclease DNA base re-
pair activity, in proofreading exonuclease activity (34), and in 
modulating DNA binding activity of several transcription fac-
tors including NF-KB, Egr-1, p53, and members of Pax family 
(33, 35-37). The redox and repair activities of APE/Ref-1 are 
localized to distinct, nonoverlapping domains of the protein 
that function independently. The N-terminai domain is essen-
tiai for redox activity and contains the nuclear localization 
sequence (residues 1-36) (38), whereas the endonuclease activ-
ity resides in the C-terminai region (39). APE/Ref-1 expression 
is ubiquitous; however, it exhibits a complex and heterogene-
ous expression pattem that differs among tissue types (40). 
Early B-cell factor was identified as a B lymphocyte-specific 
protein that recognizes a site in the mb-l promoter (41, 42). 
This protein was also identified as olfactory factor l in olfactory 
neurons (43). DNA binding studies showed that EBF binds as 
an homodimer and recognizes specific nucleotide sequences 
representing variations of an inverted repeat of a 5 '-GGGA(A/ 
T)T half-site separated by 2 bp spacer (42, 44). DNA binding 
activity is mediated by a nove! zinc coordination motif in the 
amino-terminai half of EBF where there are also sequences 
that mediate DNA-dependent dimerization and transactiva-
tion (45). The COOH-terminal region ofEBF contains a second, 
serine/threonine-rich activation domain with homology to the 
second helix ofbasic-helix-loop-helix proteins (42). The deletion 
of these <r-helical repeats was found to markedly reduce DNA 
binding and dimerization in solution. EBF was shown to inter-
act with functional regions in the promoters of mb-l (41), À5 
(42, 44, 46-48), VpreB (46), B29 (49), and blk genes (50). This 
suggests that EBF has a role in the regulation of severai genes 
encoding proteins of the pre-B and B celi receptor. Pax5a is 
required also during later stages of B cell development for the 
maintenance ofmature B cell characteristics and function (51), 
but the role of EBF in mature B cells is currently unknown. 
The aim of this work was to determine whether CD40-medi-
ated stimulation of B lymphocytes promotes activation of EBF 
and Pax5a and to investigate the role of APE/Ref-1 in this 
process. Our data demonstrate that upon CD40 antibody-me-
diated cross-linking, APE/Ref-1 translocates from the cyto-
plasm to the nucleus of activated B cells, where it is able to 
contro! the DNA binding activity of Pax5a. In addition, we 
show that APE/Ref-1 modulates EBF activity and the Pax5a 
and EBF cooperative activation ofthe blk promoter. Moreover, 
we observed that the interaction between Pax5a and EBF 
enhances EBF binding activity to its consensus sequence, sug-
gesting that Pax5a can physically interact with EBF and mod-
ulate its DNA binding activity. Together, these data suggest a 
novel role of APE/Ref-1 in B cells CD40-mediated activation. 
EXPERJMENTAL PROCEDURES 
Celi Preparation and Culture Conditions-Purified splenic B cells 
were obtained from 6-12-week-old female Balblc mice as follows: 
splenocyte celi suspension were depleted of red blood cells by hypotonic 
lysis witb ACK lysing buffer (BioWhittaker) and ofT cells by comple-
ment-mediated cytotoxic lysis using anti-Thy 1.2 mAb (a gift from K. 
Hatbcock, Experimental Immunology Branch, National Cancer Insti-
tute/National Institutes of Health, Bethesda, MD) in conjunction with 
rabbit complement \Low-Tox M; Cedar Lane). 
Cells were maintained in RPMI 1640 supplemented with 10% fetal 
calf serum (Sigma), 20 mM Hepes (lnvitrogen), 2 mM L-glutamine (ln-
vitrogen), 1mM sodium pyruvate (lnvitrogen), 1% non-essential amino 
acids (lnvitrogen), antibiotica (100 units/ml penicillin, and 100 p.g/ml 
streptomycin) (BioWhittaker), and 50 mM 13-mercaptoethanol (Sigma) 
at 37 •c and 5% C02 . 
The resulting cells were checked by cytofluorimetric analysis (BD 
Biosciences FACScan) and then were incubated with purified anti-
mouse C040 mAb HM40-3 at l p.g/ml (BO Pharmingen) for 72 h. Ali 
experiments reported in this paper were performed at this time point, 
which represent the maximwn value ofproliferation, assayed by meas-
uring ["H]thymidine incorporation. 
HeLa (human cervical carcinoma) cells were grown in Dulbecco's 
modified Eagle's medium supplemented with 10% fetal calf serum 
(Sigma), 1% non-essential amino acids (lnvitrogen), 2 mM L-glutamine 
(lnvitrogen), and antibiotica (100 units/ml penicillin, and 100 p.g/ml 
streptomycin) \BioWhittaker Europe). 
NS-1 (non-secreting mouse myeloma) and Raji (Burkitt lymphoma) 
cells w ere grown in RPMI 1640 supplemented witb 10% fetal calf serum 
tSigma), 2 mM L-glutamine (lnvitrogen), and antibiotica (200 units/ml 
penicillin and 200 p.g/ml streptomycin) (BioWhittaker Europe). 
Preparation o[Cell Extracts-107 cells were washed twice with PBS 
and then resuspended in 50 p.l ofice-cold buffer A (10 mM Hepes, pH 7 .9, 
10 mM KCI, 1.5 mM MgCl2 , 0.1 mM EDTA, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride, 0.5 mM DTTl. The samples were centrifuged at 800 x g for 10 
min at 4 •c and the supernatants were collected as cytoplasmic ex-
tracts. Then, the pellets were resuspended in 50 p.l of buffer B 120 mM 
Hepes, pH 7.9, 400 mM N aCl, 1.5 mM MgCl2 , 0.1 mM EDTA, 5% glycerol, 
0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5 mM DTT) to extract nuclear 
proteins. After incubation for 20 min on ice, the samples were centri-
fuged at 10,000 x g for 30 min at 4 •c and the supernatants were 
collected as nuclear extracts. 
For whole protein NS-1 extracts, 107 cells were re-suspended with 
100 p.l of lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 50 mM NaF, 150 mM 
NaCI, l mM DTT, 0.5% Nonidet P-40, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride) and, after incubation for 20 min at 4 •c, the extracts were 
centrifuged at 22,000 x g for 20 min to remove ali celi debris. Protein 
concentrations were determined using the Bradford method (52) and 
the samples used immediately for Western blot or electrophoretic mo-
bility shift assay (EMSA) analysis or kept at -80 •c. 
Western Blot Analysis-Equal amounts of protein, obtained as de-
scribed above, were electrophoresed on a 12% SDS-PAGE minigel and 
transferred to nitrocellulose membranes (Schleicher & Schuell) using a 
semidry apparatus (Multiphor Il, Amersham Biosciences). The filters 
were blocked for l h at room temperature in blocking solution: 5% 
nonfat milk powder in PBS, 0.05% Tween 20 <PBST). After washing 
witb PBST, tbe membranes were incubated witb primary Ab (diluted in 
blocking solution) overnight at 4 •c or l h at room temperature. APE/ 
Ref-1 was detected by a rabbit polyclonal specific antibody (Santa Cruz 
Biotechnology), actin and nucleoporin by the mouse polyclonal specific 
antibody (Sigma and BD Biosciences, respectively), and Pax5a by the 
mouse polyclonal specific antibody D2A8 generated in our Jaboratory 
(33). The filters were then washed witb PBST and incubated with tbe 
horseradish peroxidase-cor\iugated secondary antibodies (Sigma) in 
blocking solution for l h at room temperature. After washing the im-
munoreactive bands were visualized using a chemiluminescence sub-
strate (Pierce) and Bio-Max light films (Kodak) according to the man-
ufacturer's protocol. 
EMSA-The sequence of the top strand of double-stranded oligonu-
cleotide probes used in EMSAs were: H2A2.2, 5'-TCTGACGCAGCGGT-
GGGTGACGACT; mb-l, 5'-GAGAGAGACTCAAGGGAATTGTGG; 
CREB, 5' -AGAGATTGCCTGACGTCAGAGAGCTAG. Oligonucleotides 
were end labeled with [y-32P]dATP by incubation with T4 polynucle-
otide kinase (Fermentas), annealed, and purified on column spinX 
Costar 8160 (Coming) filled with Sephadex G-50 fme (Amersham Bio-
sciences). Nuclear extracts (8 p.gl were incubated with 0.5-1 ng of 
labeled probe (10,000-20,000 cpmJ for 30 min at room temperature in 
binding buffer (100 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM KCI, 10 mM EDTA, lO 
mM DTTJ with l p.g of calf thymus and bovine serum albumin. In the 
EMSA experiment with the mb-l probe, the binding buffer contained 
0.2 mM ZnCl2 . Unlabeled oligonucleotides as DNA competitors were 
added 10 min before the addition of DNA probe at molar excesses 
indicated in the respective figures. The samples were separated on a 5% 
polyacrylamide Tris borate-EDTA gel, which was dried and then ex-
posed to a Hyperfilm-MP (Amersham Biosciences) film at -80 •c. 
For in vitro experiments with recombinant proteins, EMSA were 
performed with the mb-l probe incubated witb 100 ng of GST-EBF 
oxidized protein, obtained after prolonged air exposure, in tbe presence 
or absence of 400 ng of APE/Ref-1 recombinant protein or witb 10 p.g of 
crude, boiled, or APE/Ref-1-depleted NS-1 cellular extracts. The immu-
noprecipitation of APE/Ref-1 was performed as described before (33). In 
these experiments binding buffer did not contain EDTA and DTT. To 
test the role of Pax5a on EBF DNA binding activity, EMSA were 
performed with tbe mb-l probe, equal amounts of oxidized GST-EBF 
and recombinant APE/Ref-1, and 100 ng ofrecombinant Pax5a. More-
over, 3 p.g ofstable NS-1 transfected with Pax5a lNS-l!Pax5a) nuclear 
extracts were incubated with or without 100 ng of GST-EBF. 
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Oli.gonucleotide Treatment of B Cells-APE/Ref-1 antisense oligonu-
cleotide and the complementary sense oligonucleotide were synthesized 
and HPSF purified by MWG-Biotech AG. The oligonucleotides were 
phosphorothioated at 3' and 5' ends (at the position marked by *) to 
confer nuclease resistance (53). The sequence of the APE/Ref-1 anti-
sense probe was 5'-T*T*CCCCGCTTTGGCATC*G*C*-3', and sense 
was 5'-G*C*GATGCCAAAGCGGGG*A*A*-3' (nucleotides -3 to 16). 
The probe did no t show homology to other known genes according to the 
GenBank ™ data base. 
Spleen B cells were washed once with serum-free media (Opti-MEM, 
Invitrogen) and then 1.6 mi of serum-free media was added for 4 x 10" 
cells in a 60-mm tissue culture plate. 25 ,.,1 of Lipofectin (lnvitrogen) 
was diluted in 200 ,.I of serum-free media, incubated for 30 m in a t room 
temperature, and then mixed with the DNA (lO ,.,g) diluted in 200 ,.,1 of 
serum-free media. The mixture was incubated for 15 min and the 
combined volume of 400 ,.,1 was added to the cells. The cells were then 
maintained in 5% C02 incubator at 37 •c for 12 h, after which 2 mi of 
growth medium supplemented with 20% fetal calf serum was added to 
each transfection well. Then transfected cells (l x 106/mi) were incu-
bated with the appropriate stimulus. At the end of that incubation, 
culture growth was determined by counting, and viability was con-
fu-med with trypan blue exclusion. 
Plasmids and Constmction of the Bidirectional Expression Vector-
The pBI vector (Clontech) allows to simultaneously express two genes 
under contro! of a bidirectional tetracycline-responsive promoter {Pbi-1 l 
(54). Pbi-1 promoter contains the Tet-responsive element, which is 
repressed in the presence oftetracycline (Te l. pBI-GL (Clontech) allows 
the simultaneous regulation of both luciferase and 13-galactosidase 
genes by one centrai Tet-responsive element. 
The 965-bp BamHI/EcoRI fragment containing hRef-1 cONA was 
taken from pGEX-3X-hRef-1 (see below) and filled in with Klenow 
fragment. The resulting blunt fragment was cloned into the Nhel Kle-
now filled in site of pBI to make pBI-APE/Ref-1. 
Primers EBF-Nhel-REV {5'-GCAGCTAGCCACTCTGGGACTCATG-
3') and EBF-Nhel-FOR (5'-GTAGCTAGCTGGGCAGCGGCATGAA-3') 
containing the Nhel restriction site were used to amplify the region 
encoding EBF cONA, using CMV-EBF as a template. The amplified 
sequence was cloned into the Nhel site ofpBI to make pBI-EBF. DNA 
sequencing confirmed that ali PCR products were free of any 
undesired mutations. 
The 1.2-kb and 750-bp Noti fragments containing Pax5a and Pax5d 
cONA, respectively, were taken from pcDNA3.1-Pax5a and 
pcDNA3.1-Pax5d (11) and cloned into the Noti site of pBI to make 
pBI-Pax5a and pBI-Pax5d or cloned into the Noti site of pBI-EBF to 
make pBI-Pax5a-EBF and pBI-Pax5d-EBF, respectively, or in Noti site 
of PBI-Ref-1 to make pBI-Pax5a-APE/Ref-l and pBI-Pax5d-APFJRef-l, 
respectively. 
Generation of Stable Cells Expressing Various Transactivators and 
Quantifzcation of Transactivation Activity-HeLa cells were grown in 
35-mm dishes to 50-60% confluence and transfected via the calcium 
phosphate procedure with 5 ,.,g oftTA2/3/4 (Ciontech) plasmids. These 
are three vectors that express at different levels the tetracycline-sensi-
tive Pbi-1 transactivator and cause expression of pBI cloned genes at 
different levels (55). 
After 24 h, cells were transferred to 10-cm dishes and maintained in 
medium containing 500 ,.,glml G418 (lnvitrogenJ. After 4 weeks, at least 
30 resistant clones were isolated using cloning cylinders (Sigma) ex-
panded separately and frozen as soon as possible. The presence of 
integrated tTA in neomycin-resistant celllines were confirmed by PCR 
on chromosomal DNA using primers ptTA forward (5'-GTCTGGATC-
CTTACTTAGTTACCC-3') and ptTA reverse (5'-ATAGAAGACACCGG-
GACCGATC-3') that amplify a portion ofthe appropriate tTA plasmid. 
Positive clones were screened by transient transfections with PBI-GL 
reporter vector to identifY G418-resistant clones that meet the criteria 
for good Tet-Off celllines: low background and high induction of lucif-
erase and 13-galactosidase in response to Te t2 ,.,glmll. A clone from 
HeLa-tTA2 cells (HeLa cells that constitutively synthesize tTA2) was 
selected for the highest -fold induction (e.g. showing highest expression 
with lowest background) for propagation and further testing. 
HeLa-tTA2 cells were seeded at a density of l x 105 celV35-mm dish 
and grown in the presence or absence ofTc (2 ,.,glml). The next day, 2 h 
prior to transfection, the culture medium was renewed and the cells 
were incubated at 37 •c and 5% C02 . The calcium phosphate/DNA 
precipitate contains 2.5 ILg of plasmid DNA (consisting of 0.6 ,.,g of p BI, 
0.8 ,.,g of pGLblk, 0.2 ,.,g of lacZ expression vector (CMV-13-galactosid-
ase), included for normalization oftransfection efficiency, and pUC18 as 
nonspecific carrier DNA for equalization the DNA content in each 
transfection). The precipitate (55,.,Vdish) was added to HeLa-tTA2 cells 
that were further incubated at 37 •c and 5% C02 for 24 h (56). The next 
day, the cells were washed twice in PBS and grown in the presence or 
absence of Te (2 ,.,glml). After 48 h the cells were scraped using TEN 
buffer (40 mM Tris-HCl, pH 7.4, l roM EDTA, 150 mM N aCl}, centrifuged 
at 300 x g for 5 min at 4 •c, and the pellets were resuspended in 150 ,.,1 
of lysis buffer provided by the 13-galactosidase kit (Roche Diagnostica) 
plus l mM DTT. After incubation for 20 min at room temperature, the 
samples were subjected to three cycles of freeze-thaw, and after cen-
trifugation at 18,000 x g for 10 min at 4 •c, the supematants were 
collected and used immediately for assays or kept at -80 •c. 
Luc activity was determined using a luciferase assay. In brief, assays 
were conducted in a luminometer tube with 50 ILI of the obtained 
extracts, 350 ,.,1 of luciferase assay buffer (25 mM glycylglycine, p H 7 .8, 
2 mM ATP, lO mM MgS04 ), and 100 ,.,1 of injection solution (0.2 mM 
luciferin, 25 mM glycylglycine, pH 7.8). The data were normalized for 
transfection efficiency against the activity of 0.2 ILg of co-transfected 
CMV controlled-13-galactosidase reporter gene. The 13-galactosidase as-
says were conducted with 25 ,.,1 as described in the instruction manual 
of the kit (Roche Diagnostica). 
Results ofluc assays are shown as -fold induction ofluc conversion :t 
S.O. Relative -fold induction values for each transfection were calcu-
lated by dividing each normalized luc activity by the activity of the 
reporter construct alone. 
NS-1 cella were stably transfected with pCDNA3.1-Pax5a by electro-
poration using a Bio-Rad gene pulser tBio-Rad). Aliquota of l x 107 cells 
were resuspended in 350 ,.,1 of RPMI 1640 in a Bio-Rad electroporation 
cuvette (0.4 cm gap) and pulsed once with 340 V and 960 ,.F. After 
electroporation, cells were maintained at 4 •c for 10 min and then 
cultured in pre-equilibrated RPMI 1640 supplemented with 10% fetal 
serum for 24 h. The next day, the cells were washed once in PBS and 
grown in medium containing 400 ,.,glml G418 for l month. The presence 
of integrated Pax5a in neomycin-resistant NS-1 celi lines was con-
firmed by Western blot using D2A8 antibody (33). Transient transfec-
tions ofHeLa cells were performed by the calcium phosphate method as 
above described using 2.5 ,.,g oftotal DNA. 
Protein Expression and Purification-The APE/Ref-1 cONA was 
cloned in the prokaryotic expression vector pGEX-3X (Amersham Bio-
sciences) and used to transform the BL2l(DE3)pLysS (Novagen) bacte-
rial strain (Stratagene). Transformed cells were grown at 37 •c to A600 
0.6 and then induced by 100 1-1M isopropyl-1-thio-13-D-galactopyranoside 
for 3 h. Cells were harvested by centrifugation and resuspended in lysis 
buffer (200 mM Hepes, 150 mM N aCl, 5% glycerol, 5 mM DTT, pH 7.2). 
Cells were disrupted by sonication (4 x 30 s at 250 W with l min pause) 
and debris were removed by centrifugation at 23,500 X g for 40 min. 
The supematant was loaded onto glutatione-Sepharose 4b resin (Am-
ersham Biosciences) pre-equilibrated with lysis buffer. The resin was 
washed 3 X 15 min with washing buffer (200 mM Hepes, 400 mM N aCl, 
5 mM DTT, pH 7.2) and then equilibrated with 50 mM Tris-HCI, 100 mM 
N aCl, l mM CaCI2 , pH 8. 10 Units/ml of factor Xa were added to the 
resin and incubated ovemight under rotation at room temperature to 
obtain the fusion protein APFJRef-1. The eluant was added to benza-
midine resin (Amersham Biosciences) to eliminate factor Xa; the con-
centration ofNaCl was increased to 300 mM and l mM DTT was added. 
The EBF cONA was cloned in the prokaryotic expression vector 
pGEX-4Tl (Amersham Biosciences) and used to transform the 
BL2l(DE3)pLysS bacterial strain. Transformed cells were grown at 
25 •c to A"'10 0.8 and then induced by 100 ILM isopropyl-1-thio-tl-D-
galactopyranoside for 3 h. Cells were harvested by centrifugation and 
resuspended in lysis buffer (200 mM Hepes, 150 mM N aCl, 5% glycerol, 
5 mM DTT, 2 mM ATP, 10 mM MgS04 , pH 7.2, and protesse inhibitor 
EDTA-free) in a volume of 3 mVg of bacterial pellet. After sonication 
and centrifugation as described above, the supematant was loaded with 
peristaltic pump at 4 •c onto a l-mi pre-equilibrated GSTrap FF col-
umn tAmersham Biosciences). The column was washed with wash 
buffer (50 mM Hepes, 5 mM DTT, pH 7.2) and the protein was eluted 
with elution buffer t50 mM Hepes, 10 mM reduced glutathione, 5 mM 
DTT, pH 7.2). The collected fractions were concentrated with Centricon 
30MW (Millipore). 
The Pax5a cONA was cloned in the prokaryotic expression vector 
pQE-31 tQiagen) and used to transform the BL2HDE3lRIL bacterial 
strain <Stratagene), previously transformed with pREP4 plasmid (Qia-
gen). Transformed cells were grown at 37 •c to Aooo 0.6 and then 
induced by l mM isopropyl-1-thio-13-D-galactopyranoside for 3 h. Cells 
were harvested by centrifugation and resuspended in 10 ml of lysis 
buffer 5 x TE (lx TE, 10 mM Tris-HCI, l mM EDTA, pH 7.5) for each 
gram ofbacterial pellet. The protein was purified as described by Tell et 
al. (57) and then concentrated with Centricon 30MW (Millipore). 
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F'lo. l. CD40 cro88-linkine enhances 
DNA bind.in.r activity of Pax5a and 
EBF in primary mouse B cella. A, 
EMSA detects Pax5a functional activity 
in mouse B cells stimulated and not stim-
ulated with anti-CD40 mAb (l )Lg/ml). 
Nuclear extracts (8 )Lg) were incubated 
with "'"P-labeled probe encompassing the 
promoter of the sea urchin h.istone H2A-
2.2. B, EMSA detects EBF functional ac-
tivity in mouse B cells stimulated and not 
stimulated with anti-CD40 mAb. Nuclear 
extracts (8 )Lg) were incubated with "'P-
Iabeled probe encompassing the promoter 
of mb-l. C. EMSA detects cAMP-response 
element-binding protein (CREB ) fune-
Lional activity in the same extracts of pall-
els A and B. as contro!. In ali the experi-
ments nuclear extracts from Raji celi 
were used as positive contro], the protein-
DNA complexes were separated on a 5% 
polyacrylamide gel, and competitors were 
added in molar excess as indicated. F in-
dicates the migration of free probe. The 
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The concentration ofthe three recombinant proteina was determined 
by the Bradford assay (52). Tbe proteins were then stored a t -20 •c in 
50% glycerol. 
Pull·down Assay-GST and GST-EBF proteins, prepared as above 
described, were incubated 2 h at 4 •c with glutath.ione-Sepharose beads 
(Amersham Biosciences) in lysis buffer (see above). After 3 washes in 
the same buffer, the beads were incubated 2 h with nuclear extracts of 
HeLa cella transiently transfected with Pax5a, in binding buffer (25 mM 
Hepes, pH 7.9, 50 mM NaCI, l mM DTI', 0.01% Nonidet P-40). For 
detection of bound protein, beads were washed 3 times with binding 
buffer, boiled in SDS ssmple buffer. and bound materia! was detected 
by SDS-PAGE and Western blotting. 
RESULTS 
CD40 Cross-linking Enhances DNA Binding Activity of 
Pa:t5a and EBF in Primary Mouse B Cells-The nuclear pro-
teins EBF and Pax5a are important regulators ofB lymphocyte 
development. Their co-expression in B cells at the earliest 
stages of differentiation allows for collaboration on regulatory 
modules of early B cell-specific genes (58). Thus, EBF and 
Pax5a work separately and in concert to activate genes re-
quired for B celi differentiation. For instance, Pax5a is a tran-
scriptional regulator of B cell-specific genes and is involved in 
activation and proliferation of B lymphocytes and Ig class 
switching. EBF interacts with k promoters and may modify Ig 
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To determine whether CD40 signaling influences the fune-
tiana! activity of these two B cell-specific transcription factors 
mouse spleen B cells w ere activated by CD40 cross-linking with 
purified anti-mouse CD40 mAb HM40-3. Because maximal 
celi proliferation was observed after 72 h (data not shown) we 
choose this time to perform all further experiments. We per-
formed EMSA with H2A2.2- and mb-1-labeled probes specific 
for Pax5a and EBF, respectively, using nuclear extracts of 
mouse B cells before and alter CD40-mediated activation. As 
shown in Fig. l we observed that: Pax5a (panel A) and EBF 
(panel B) are constitutively active in non-stimulated resting B 
cells and CD40 cross-linking differentially increases Pax5a and 
EBF DNA binding activity, as compared with the activity ob-
served in non-stimulated B cells. As contro!, we used a probe 
specific for the constitutively expressed transcription factor 
CREB (panel C). 
W e investigated if the increase in Pax5a DNA binding activity 
was because of an increase in the protein levels by Western blot. AB 
shown in Fig. 2B, the protein levels of Pax5a remain constant in 
mouse spleen B cells before and alter CD40 cross-linking. Given 
that the Pax5a protein levels remain constant upon CD40 stimu-
lation, we investigated if post-transcriptional mechanisms such as 
redox regulation could account for the increase of Pax5a activity. 
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FIO. 2. Nuclear traoslocation of APE/Ref-1 in Cl).4().mmulated 
spleen B cella. A , nuclear (Nuc.) and cytoplaamic (Cy l .) proteina from 
HeLa cella, mouse B cella stimulated with anti-CD40 mAb (l j.~.g/ml) for 
72 h (apleen B CD40-act.), and mouse B cella not stimulated (apleen B 
nonact.) were analyzed by Western blot using anti-APE/Ref-lAb. B, 
Western blot analysis with the anti-Pax5a Ab D2AB on nuclear extracts 
from HeLa cella, mouse B cells stimulated and not stimulated with 
anti-CD40 mAb. The same filter waa reprobed with Abs of anti-actin 
and anti-nucleoporin as controla for the purity of the nuclear and 
cytoeolic fractiona tion. 
Nuclear Translocation of APE/Ref-1 in Stimulated B Cells-
APE/Ref-1 ia a ubiquitous protein that has the ability to influ-
ence DNA binding of several transcription factors through a 
redox mechanism (60). We have recently shown that reactive 
oxygen species (ROS) elicit a nuclear translocation of APFJ 
Ref-1 in the B cellline, which on turn modulates Pax5a DNA 
binding activity through redox regulation (33). 
Because a specific role for ROS has been proposed in the 
activation ofB lymphocytes (61), and given the role APE/Ref-1 
in ROS-mediated signals, we investigated the possibility that 
APE/Ref-1 could be involved in signa! transduction through 
surface CD40. APE/Ref-1 protein levels in both nuclear and 
cytoplasmic compartments were evaluated by Western blot 
analysis using a APE/Ref-1 specific antibody. Fig. 2A shows 
that engagement of CD40 and activation of B cells induces the 
translocation of APFJRef-1 from the cytoplasm to the nucleus, 
suggesting a role for APE/Ref-1 in CD40-mediated activation of 
B lymphocytes. We observed that the increase of APFJRef-1 in 
the nucleus peaked at 6 h (data not shown) and remained 
elevated at 72 h when maximal proliferation and activation 
was observed. 
APE/Re{-1 Mod.ula.tes Anti-CD40-induced Pa:c5a Actiuity-To 
investigate the role of APE/Ref-1 in the regulation ofPax5a and 
EBF DNA binding activity, we transfected mouse B cells with 
phosphorothioate, which is complementary to th.e APE/Ref-1 
mRNA sequence and overlapping the translation initiation site 
(antisense oligonucleotide) (53). As control, a sense oligonucleo-
tide was used. The cells were pretreated for 12 h with oligonu-
cleotide plus Lipofectin as described under ~Experimental Proce-
dures" and then treated with anti-CD40 mAb for 72 h. Fig. 3A 
shows the ability of antisense oligonucleotide to efficiently down-
regulate APE/Ref-1 protein production. Next, we examined the 
effect of such down-regulation on Pax5a activity by EMSA. As 
shown in Fig. 3B, preincubation of anti-CD40 mAh-treated 
spleen B cells with antisense APE/Ref-1 oligonucleotide signifi-
cantly reduced Pax5a DNA binding activity in nuclear extracts 
(Fig. 3B, left panel), suggesting that nuclear translocation of 
APE/Ref-1 plays a role in the redox modulation of Pax5a DNA 
binding activity under CD40 stimulation. This decrease in Pax5a 
DNA binding activity was not because of a decrease in the protein 
levels, as shown by Western blot for Pax5a protein (Fig. 3A,lower 
panel). As contro}, we used a probe specific for the constitutively 
expressed transcription factor CREB (Fig. 3B, right panel). 
Similar experiments were performed with mb-l probe spe-
cific for EBF, but this approach did not lead to conclusive 
evidence for APFJRef-1-mediated redox modulation of EBF. 
This prompted us to design different experimental approaches 
to investigate the involvement of APFJRef-1 in EBF activity. 
APE/Ref-1 ls lnuolued in EBF DNA Binding Actiuity-To 
investigate a possible direct role ofthe redox factor APFJRef-1 
in the regulation ofEBF DNA binding activity, we carried out 
a series of in. uitro experiments with recombinant proteina. 
APE/Ref-1, EBF, and Pax5a were produced from prokaryotic 
expression systems, as described. under "Experimental Proce-
dures," and tested in EMSA assays. First EBF was purified as 
a GST fusion protein and tested in EMSA using the specific 
mb-l promoter probe. Recombinant GST-EBF (Fig. 4A,lane 3) 
produced a specific band shift of the mb-1 pro be, as assessed by 
the comparison with the shift produced with a nuclear extract 
ofRaji cella (expressing endogenous EBF, Fig. 4A, lane 1). We 
observed that upon oxidation, recombinant GST-EBF loses its 
DNA binding activity (Fig. 4B, lane 1). Oxidized GST-EBF 
protein reacquires its DNA binding activity in the presence of 
recombinant APE/Ref-1 (shown in Fig. 4B, lane 2) but not in 
the presence of other reducing agents (e.g. D'l'T or JJ-mercap-
toethano)) (data not shown). 
To conflrm the result , we incubated GST-EBF with a total 
extract ofthe NS-1 cellular line (Fig. 4B, lane 3). This cellular 
line does not express endogenous EBF and Pax5a but expresses 
APE/Ref-1. As contro), the presence of aspecific interactions 
was tested with cellular extracts alone before (Fig. 4B, lane 7) 
and a.ft.er boiling (Fig. 4B, lane 8). To establish a direct role for 
APE/Ref-1, we immunodepleted NS-1 cellular extracts with 
anti-APFJRef-1 Ab and observed that these extracts were un-
able to rescue the oxidized EBF DNA binding activity (Fig. 4B, 
lane 4). Furthermore, we performed similar experiments using 
total extracts ofHeLa cellline. In the presence ofthis cellular 
extra et, which does not express EBF but expresses endogenous 
APE/Ref-1, we observed that recombinant GST-EBF produced 
a specific band shift of the mb-l pro be (Fig. 4B, lane 9). Ta.ken 
together the data presented in Fig. 4B indicate that APFJRef-1 
is able to directly reduce the oxidized form of GST-EBF and 
rescue its DNA binding activity suggesting that APE/Ref-1 
might directly regulate EBF functional activity. 
APE/Ref-1 Affects the Functional Cooperation between Pax5a 
and EBF 011 blk Promoter Actiuation in a Non-lymphoid Celi 
Line-Based on earlier in uitro data indicating that EBF plays 
an important role in the regulation of blk promoter in early B 
celi development and that Pax5a and EBF are capable to act in 
cooperation to induce this target gene (50), we sought to inves-
tigate in viuo whether such cooperation is sensitive to APFJ 
Ref-1 redox regulation. For thia set of experiments, we used a 
reporter construct containing a portion of the blk promoter 
with responsive elements for both Pax5 and EBF and the HeLa 
cell Jine, which offers a neutral functional background as it 
does not express endogenous EBF and Pax proteina. Earlier 
studies on the effects of EBF and Pax5a function used co-
transfections oftwo expression vectors, one for EBF and one for 
Pax5a. With the aim to overcome the problem of disparate 
levels of expression, we used a tetracycline-regulated bidirec-
tional expression vector that allowed transcription initiation 
from the same regulatory element. HeLa cells were stably 
transfected with an expression vector producing a chimerical 
protein (tTA2) consisting ofthe DNA binding domain ofthe Te 
repressor and the transactivation domain ofthe herpes simplex 
virus l VP16. In the absence ofTc the chimerical tTA is able to 
bind the regulatory element and drive overexpression from two 
minimal promoters. This system exhibits tight on/off regula-
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FIG. 3. APE/Ref-1 modulates CD40-induced P ax5a activity. A, specificity down-regulation of APE/Ref-1 by antisense oligonucleotides. 
Western blot analysis using anti-APFIRef-1 Ab (upper pa11el) and anti-Pax5a D2A8 Ab (lower panel) on equal amounts (15 IJ.g) ofnuclear extracts 
from mouse B cells stimulated with anti-CD40 mAb and from mouse B cells pretreated (pretr.) with APFJR.ef-1 sense (S) or with APFIRef-1 
antisense (AS) and then stimulated with anli-CD40 mAb. B, mouse B cells unstimulated, mouse B cells stimulated with anti-CD40 mAb or 
stimulated with anti-CD40 mAb after the transfection with APFIRef-1 ant isense (AS) and sense (S) were analyzed by EMSA. Nuclear extracts (15 
!J.i) were incubated with 32J>-labeled probes specific for Pax5a and CREB (from lefi to right). F indicates the migration offree probe. The arrows 
indicate the position of protein-DNA complexes. 
tion and absence of pleiotropic effects. Ali experiments in this 
study were done in the absence of tetracycline. 
Bidirectional expression vectors were transiently cotrans-
fected with the pGL3-blk luciferase reporter in HeLa-tTA2 cells 
and transactivation levels were measured. Reporter gene ex-
pression from the blk promoter is only detected a t background 
levels when pGL3-blk luciferase is transfected into HeLa-tTA2 
cells. As shown in Fig. 5A, the co-transfection of expression 
vectors containing Pax5a or EBF results in significant trans-
activation: transfection ofpBI-Pax5a and pBI-EBF resulted in 
a 7- and 5-fold induction, respectively, whereas the reporter 
gene was expressed at a high level (X29) in the presence ofboth 
the proteina suggesting that Pax5a and EBF cooperate on the 
activation of the blk promoter. This combined effect was de-
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Fra. 4. APEIRef·l is invo lved in EBF DNA bind in r activity. A, EMSA of 32P-labeled pro be encompassing the promoter of mb-l , specific for 
EBF using 100 ng of GST-EBF. Nuclear extracts (8 ~g) from Raji cells were used as positive control. Tbe protein-DNA complexes were separated 
on a 5% polyacrylamide gel. F indicates the migration of free probe. The arrows indicate the position of protein-DNA complexes. B, EMSA of 
3 "P-labeled EBF specific probe mb-l using 100 ng of GST-EBF oxidized protein, obtained by prolonged air exposure, without or with 400 ng of 
APE/Ref-1 recombinant protein (r APE/Ref-1) (lanes 1 and 2, respectively) or with 10 ,.g of crude or APE/Ref-1-depleted NS-1 cellular extracts (lanes 
3 and 4). As contro!, the presence ofno specific interactions was tested with NS-1 cellular extracts alone before (/alle 7) and after boiling (lane 8). 
HeLa (lane 9) t.otal cellular extracts were used as additional positive controls because this cellline expresses endogenous APE/Ref-1. DiiTerent sizes 
of the EBF complexes can be seen in the two cellular extracts probably reflecting that NS1 cells are a myeloma cellline diiTerent from the BeLa 
cellline and the complex between GST-EBF and mb-l probe will be influenced by the cellular environment. Tbe CUlterisk (*) indicates the NS-1 
cellular extracts boiled and then incubated with the probe. F indicates the migration of free probe. 
pendent on a whole functional Pax5a protein, because trans-
fection of pBI-Pax5d-EBF resulted in only a 8-fold induction. 
Next, it was tested whether APE/Ref-1 could affect the func-
tional cooperation between Pax5a and EBF. Reporter construct 
blk-luc was transiently co-transfected into HeLa-tTA2 cells 
using the same amounts of pBI-APE/Ref-1 and pBI-Pax5a or 
pBI-EBF (Fig. 5A). 
As expected, the construct that induced co-expression ofEBF 
and Pax5a (pBI-Pax5a-EBF) showed higher activity than EBF 
or Pax5a alone. Comparison of the values obtained with pBI-
EBF versus pBI-EBF-APE/Ref-1 expression constructs showed 
an APE/Ref-1-dependent increase of EBF activity on the pro-
moter. Similarly, comparison of pBI-Pax5a versus pBI-Pax5a-
APE/Ref-1 showed a APE/Ref-1-dependent increase of Pax5a 
activity on the promoter. Last, the combined expression of 
Pax5a, EBF, and APE/Ref-1lead to significantly higher activity 
as compared with Pax5a and EBF alone (46- versus 29-fold 
increase), suggesting that APE/Ref-1 is able to enhance the 
activity ofboth Pax5a and EBF,leading to a cumulative effect 
on promoter activity. Transfection of APE/Ref-1 had a minima] 
effect on the basai transcriptional machinery of the blk pro-
moter (data not shown). Based on these results, we wished to 
explore more quantitatively the observed effect of APE/Ref-1 on 
the pBI-EBF-induced activation. Transient co-transfections 
were performed using constant amounts of CMV-EBF with 
increasing amounts ofCMV-APE/Ref-1 constructs. As shown in 
Fig. 5B, EBF activation of the reporter is enhanced by APE/ 
Ref-1 in a dose-dependent manner, and reaches a saturation 
peak when excess APE/Ref-1 is used. As contrai we performed 
the same experiment using constant amounts of Pax5a with 
increasing amounts of APE/Ref-1 constructs. With this exper-
iment w e demonstrated that Pax5a activation of the reporter is 
enhanced by APE/Ref-1 in a dose-dependent manner, as shown 
in Fig. 5C. Taken together these results indicate that APE/ 
Ref-1 modulates the functional activity ofbothPax5a and EBF, 
that these proteins act in cooperation on the blk promoter, and 
finally that such cooperation is sensitive to APE/Ref-1 
redox regulation. 
Pax5a Physically lnteracts with EBF and Modulates lts DNA 
Binding Activity-The evidence of a functional cooperation be-
tween EBF and Pax5a on the blk promoter (50), prompted us to 
verify ifPax5a can directly regulate EBF DNA binding activity 
in vitro. W e decided to perform an EMSA assay with the two 
recombinant proteina incubated with the EBF-specific probe 
from the mb-l promoter. As shown before, the oxidized form of 
GST-EBF did not bind to the DNA (Fig. 6A, lane 1), and 
reacquires its DNA binding activity in the presence of recom-
binant APE/Ref-1 (Fig. 6A,lane 2). Surprisingly, we observed 
that oxidized GST-EBF reacquired DNA binding activity when 
the protein was incubated with recombinant protein Pax5a 
(rPax5a) (Fig. 6A, lane 3). Adding rAPE/Ref-1 to this complex 
further increased its DNA binding activity (Fig. 6A, lane 4). To 
rule out that this effect could be artificial to the use of recom· 
binant Pax5a, nuclear extracts obtained from stably trans-
fected Pax5a NS-1 cells (NS-1/Pax5a) were used and, as shown 
in lane 5, a strong increase in EBF DNA binding activity was 
observed. As control, rPax5a (lane 6), NS-1/Pax5a cellular ex-
tracts (Fig. 6A, lanes 8 and 9) were used confirming that 
rPax5a did not bind the mb-l probe and there are not specific 
interactions with the NS-11Pax5a cellular extracts (Fig. 6A, 
lanes 8 and 9). These results demonstrate that the observed 
interaction is specific for GST-EBF and suggest that Pax5a can 
establish a molecular complex with EBF and enhance its DNA 
binding activity. 
To confirm this hypothesis we performed a pull-down assay 
using nuclear extracts of HeLa cells transiently transfected 
with Pax5a (Fig. 6B,lane l ) using GST-EBF (Fig. 6B, lane 2) or 
GST alone (Fig. 6B, lane 3) proteins as baits. As shown in Fig. 
6B Pax5a was found to be specifically associated with GST-
EBF, thus confirming that the two proteins can physically 
interact. 
DISCUSSION 
APE/Ref-1 is a trifunctional protein involved in DNA base 
excision repair, in proofreading exonuclease activity (34), and 
in modulating DNA binding activity of several transcription 
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Fio. 5. APEIRef-1 affects the blk promoter activation mediated 
by Pax5a and EBF. A, transfections of HeLa-tTA2 cells with the blk 
promoter luc construct and the same amounts of the indicated bidirec-
tional expression vectors (pBD using the calcium phosphate method. 
The DNA content in each transfection was equalized by the addiction of 
pUC18 plasmid. B, transient co-transfections ofHeLa cella with the blk 
promoter luc reporter with CMV-EBF plasmid and increasing am.ounts 
of CMV-APE/Ref-1 (in nanograms of DNA). C, transient co-transfec-
tiona of HeLa cells with blk promoter luc reporter with CMV-Pax5a 
plasmid and increasing amounts of CMV-APE/Ref-1 (in nanograms of 
DNA). pcDNAS.l DNA was added to maintain equa! amounts of total 
DNA per sample. The luciferase data, assessed 48 h later, were nor-
malized for transfection efficiency with co-transfected CMV controlled-
~galactoaidase plasmid. Results ofluc assays are ahown as -fold induc-
tion of luc conversion := S.D. Relative -fold induction values for each 
tranafection w ere calculated by dividing each normalized luc activity by 
the activity of the reporter construct alone. Bars indicate the mean := 
S.D. of a t least three independent experiments. 
factors (33, 35- 37). Stress signals such as ROS and other ex-
ogenous agents can modify the activity of APFJRef-1 (33, 35, 
36). For instance, APFJRef-1 acts as a pivotal signaling factor 
in the induction of early stress response genes, such as c-Fos 
and c-Jun. A t least one mechanism regulating c-Fos/c-Jun DNA 
binding is mediated by a conserved cysteine (Cys) located in the 
basic DNA-binding domain of both proteina (62). In vitro these 
regulatory cysteines are not permissive for DNA binding under 
oxidized conditions, whereas reduction to a sullhydryl state 
promotes DNA binding (35, 62). As such, these criticai cys-
teines act as a redox-sensitive "suUhydryl switch" that revers-
ibly modulates DNA binding (36). In the absence of reducing 
agents, the redox factor-1 (APE/Ref-1) protein regulates c-Fos/ 
c-Jun DNA binding via the same conserved cysteine. 
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FIG. 6. Pax5a physically interacts with EBF and modulates its 
DNA binding activity. A, EMSA of 82P-Iabeled EBF-specilic probe 
mb-l using 100 ng of oxidized GST-EBF without or with rAPEIRef-1 
(lanes l and 2, respectively), with rPax5a (lane 3), with the two proteina 
together (lane 4 ), or with extract from NS-1 Pax5a stably transfected 
(NS-l/Pax5a) (lane 5). rPax5a (lane 6) and NS-l/Pax5a cellular extracta 
(lanes 8 an d 9) w ere used as contro!. The bands observed in the presence 
of NS-l/Pax5a are not apecific as confirmed by using the competitor 
(lane 9). F indicates the migration of free probe. B , pull-down assay 
using nuclear extracts of HeLa cells transfected with Pax5a (lane l) 
incubated with affinity bound to Sepharose GST-EBF Ciane 2) or GST 
alone (lane 3). Proteina were analyzed in SDS-PAGE and Western blot 
using anti-Pax5a Ab D2A8. The Input represents 25% ofthe amount of 
nuclear extracts used in the binding experiment, as described under 
"Experimental Procedures. • 
APE/Ref-1 is found exclusively in the cytoplasm of some cells, 
in the nucleus in others, and in some cases it is localized both 
in the cytoplasm and nucleus (40). The biological relevance of 
APFJRef-1 compartmentalization is not understood, but the 
complexity of staining pattems suggests that localization is 
regulated. The redox role of APE/Ref-1 may be relevant to its 
cytoplasmic localization, w bere it may be required to maintain 
newly synthesized transcription factors in a reduced state 
while they are being transported to the nucleus (40). W e have 
previously demonstrated that the DNA binding activity of the 
Prd domain ofPax proteins is regulated through the oxidation-
reduction of conserved cysteine pairs and that the Pax5a activ-
ity is regulated through a redox mechanism involving APE/ 
Ref-1 (57). Furthermore, we have shown that exposure of B 
cells to ~02 results in rapid transfer ofthe cytoplasmic redox 
factor APE/Ref-1 into the nucleus and this provides evidence 
with an increase in Pax5a binding activity (33). 
CD40 is involved in different important aspects of B cells 
activation such as B celi proliferation, differentiation, isotype 
switching, up-regulation of surface molecules, development of 
the germinai center, and the humoral memory response. CD40 
engagement results in the production of reactive oxygen inter-
mediates, which serve as second messengers in celi signaling 
(63). In this work we investigate ifCD40-mediated stimulation 
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of B lymphocytes could promote activation of EBF and Pax5a. 
W e show that both of these transcription factors are constitu-
tively expressed in spleen B cells. Moreover, we provide evi-
dence for the first time that APE/Ref-1 acts as a key signaling 
intermediate in response to CD40-mediated B celi activation. 
W e observe that APE/Ref-1 translocates from the cytoplasm to 
the nucleus of activated B cells. W e demonstrate that CD40-
mediated activation of spleen B cells enhances the DNA bind-
ing activity ofPax5 and EBF. APE/Ref-1 appears to be required 
for CD40-mediated Pax5 activation, as the repression of APE/ 
Ref-1 protein production is able to block CD40-induced Pax5 
DNA binding activity. 
Based on earlier in vitro data indicating that Pax5a and EBF 
are capable to act in cooperation to induce blk gene expression 
(50) and our current observations that CD40 triggering stimu-
lates DNA binding activity of both of these transcription fac-
tors, we sought to investigate if APE/Ref-1 could have a direct 
effect on EBF DNA binding activity. Here we show both in vitro 
and in vivo that APE/Ref-1 could modulate EBF activity. In in 
vitro experiments we show that recombinant GST -EBF loses its 
DNA binding activity upon oxidation, which is reacquired with 
recombinant APE/Ref-1 but not in the presence of other reduc-
ing agents (e.g. DTT or l:l-mercaptoethano)) or in the presence of 
APE/Ref-1 immunodepleted NS-1 cellular extracts demonstrat-
ing that APE/Ref-1 can directly modulate EBF DNA-binding 
activity. 
In in vivo experiments we provided evidence that the coop-
erative activation of the blk promoter operated by Pax5a and 
EBF (50) is dependent on a whole functional Pax5a protein and 
that APE/Ref-1 can modulate this functional cooperation. In 
fact, EBF does not show cooperative activation of the blk pro-
moter when cotransfected with Pax5d (an isoform ofPax5 that 
possesses an intact DNA-binding domain but does not have a 
transactivation domain and partial homeodomain homology 
region). This suggests that the transactivation domain, the 
partial homeodomain homology region of Pax5, or both play a 
role in the functional cooperation with EBF. Moreover, for the 
first time we provide evidence that APE/Ref-1 is able to en-
hance the cooperative activation of Pax5a and EBF on the blk 
promoter, because cotransfection of APE/Ref-1 with Pax5a and 
EBF has more than additive effects on reporter expression. We 
also show that APE/Ref-1 increases EBF- and Pax5a-mediated 
blk promoter activation, confirming our in vitro data. Taken 
together, these data show that both Pax5a and EBF are sensitive 
to APE/Ref-1 regulation and also that their functional coopera-
tion on the blk promoter can be modulated by APE/Ref-1. 
In addition, in vitro EMSA experiments show a gain of EBF 
DNA binding activity on its consensus sequence when Pax5a is 
present and in particular that Pax5a can influence the EBF 
functional activity establishing a molecular complex. This is 
confirmed by the GST-EBF pull-down assay that shows that 
there is a physical interaction between the two proteina and 
this interaction appears to be independent from the presence of 
theDNA. 
APE/Ref-1 might contribute to B celi activation linking ex-
tracellular generated signals with the regulation of key target 
genes, as it translocates from the cytoplasm to the nucleus and 
regulates B cell-specific transcription factors following the trig-
gering of CD40 or the exposure to ROS. Given the ability of 
APE/Ref-1 to control the DNA binding activity of Pax5a and 
Pax5a-EBF complexes, we propose that APE/Ref-1 could act as 
a key signaling intermedia te in B cell activation and thus in the 
regulation of immune responses. 
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Abstract 
HMGA proteins are "architectural modifiers" of the chromatin, characterized by three conserved "AT-hook" moti fs, with which they 
bind AT-rich regions ofthe DNA, to assist in gene transcription. We report the identification and developmental expression of Xenopus 
/aevis hmga2p (XIhmga2p). We provide evidence of two fonns of hmga2 (XIhmga2a and Xlhmga2{J) and of a splicing variant for 
Xlhmga2p with an additional AT-hook. By comparing X. laevis and X. tropica/is hmga2 DNA sequences to those of other organisms 
we show a high conservation ofthe Xlhmga2p variant. By RT-PCR, Xlhmga2p transcripts are first detected before the midblastula tran-
sition (MBT), and then become more abundant. By in situ hybridization, localized transcripts are first detected at neurula stages, in the 
presumptive centrai nervous system (CNS). A t tailbud and tadpole stages, Xlhmga2p mRNA is detected in the CNS, in the otic vesicles, 
in neural crest celi derivatives, in the notochord, and in the medio-latera! mesodenn. 
© 2006 Elsevier Inc. Ali rights reserved. 
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HMGA proteins (HMGAI and HMGA2) are small 
proteins made up of about 100 amino acid (aa) residues, 
widely diffused among all metazoans and present also in 
plants [1-3]. HMGA proteins are characterized by three 
highly conserved "AT-book" motifs, that bind coopera-
tively to tbe minor groove of AT-ricb regions of DNA 
[41 and by an acidic C-terminai tail, wbose function is 
not completely defined. HMGA proteins are considered 
important components and "architectural modifiers" of 
chromatin [l]. They bave more than a mere structural role, 
since they participate in assembling enhanceosomes and 
modulate gene transcription. HMGA may either bave a 
positive regulatory effect, as in the NF-KB/HMGAl inter-
action [5] and in the CRX/HMGAI interaction [61 or a 
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negative effect, as in the interaction with some homeodo-
main proteins or in ERCCl promoter regulation [7,8]. 
HMGA genes and proteins are mainly expressed in 
undifferentiated or rapidly proliferating cells. During mouse 
embryogenesis, Hmgal and Hmga2 are strongly expressed 
in tissues derived from an three germ layers [9,10]; at later 
developmental stages, their expression seems progressively 
down-regulated to become almost null in adult tissues 
(Il , 12 ]. Several observations suggest their role in cell prolif-
eration and differentiation. Tbe functional inactivation of 
Hmga2 in mice leads to tbe pygmy phenotype, with reduced 
body size [131 consistently, HMGA2 sustains expression of 
the cyclin A gene [14] and enhances E2Fl activity (15]. 
Haploinsufficiency ofthe Hmgal gene causes cardiac hyper-
trophy and myelo-lympboproliferative disorders (16]. 
Impaired spermatogenesis was observed for botb Hmgal 
and Hmga2 deficient mice ( 17, 18). A role in adipogenesis 
for both Hmga genes has also been demonstrated [19,20]. 
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The pronounced and complex phenotype of Hmgal and 
Hmga2 knockout animals suggests their relevance in the 
commitment of severa] cellular lineages. Indeed, results 
obtained on embryonic stem cells reveal a function for 
HMGA2 in skeletal muscle dilferentiation [21] and for 
HMGAl in lympho-haematopoietic dilferentiation [22). 
HMGA proteins may also be involved in modulating neu-
ral celi dilferentiation [23), and a particularly interesting 
example is given by the interaction of HMGAI with the 
homeodomain factor CRX to promote photoreceptor spe-
cifìc transcription [6]. 
Given the importance of HMGA in development, we 
decided to characterize these factors in Xenopus laevis, a 
mode! system for developmental studies. Two Hmga2-relat-
ed sequences were recently cloned in X. laevis, Xlhmga2rx. and 
Xlhmga2 p, but the developmental patte m of expression was 
only described for the first (24). W e bere describe the identi-
fication and developmental expression of X laevis hmga2p. 
Materials and metbods 
Computationa/ analysis of DNA. To identify HMGA2 cONA 
sequences, the amino acid sequence corresponding to the second A T -hook 
of the human HMGA2 protein (PKRPRGRPKGSK) was used for 
extensive ESTs database search using the TBLASTN tool with an expect 
value of 1000. The database employed are the Xenopus EST blast server 
from the Sanger Institute (http://www.sanger.ac.uk) and the NCBl blast 
server (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). The ESTs obtained were the 
following: Homo sapiens (Accession No: NP_003474); Capra hircus 
(Accession No: BAB64336); Macaca mulatta (Accession No: 
XM.._001117025); Rallus norvegicus (Accession No: NP _ 114459); Mus 
musculus (Accession No: NP _835158); Gal/us gal/us (Accession No: 
NP __990332); Ambystoma mexicanum (Accession No: C0786995); X. /aevis 
ex (Accession No: A W646221 ); X. /aevis ~ (Accession No: BC082363); X. 




A L955898); Danio rerio t (Accession No: N M_212680); D. rerio 2 
(Accession No: AL913631). ESTs were translated in protein using the 
Expasy translate toot (hltp://www.expasy.ch) and aligned and compared 
with Clustalw algorithm from EBI (http://www.ebi.ac.uk/clustalw). 
Cloning and RT-PCR. RT-PCR was performed as described [25). We 
used the following PCR primers, derived from sequence BC082363, and 
containing EcoRI tinkers: 
hmgF: 5'-GGGAA TICATGAGCfCAAGGGAAGGAGCG-3' 
hmgR2: 5'-GGGAATICCTAGTCGTCTTCAGATTCCTGG-3' 
For amplification we used: l eycle at 94 •c for 5'; 25 eycles at 94 •c for 
30", 55 •c for t', 72 •c for 30", an d 72 •c for 5' . 
The amplified HMGA2 coding region from stage 37 embryo cONA was 
cloned into the pGEM7Zf(+) plasmid, to generate pGEM-XIhmga2{J. The 
same primers were used t o analyse the temporal expression of Xlhmga2 P by 
RT -PCR, along with omythine decarboxylase (O DC) contro l primers (26). 
Xenopus embryos and in situ hybridizations. X. /aevis embryos were 
obtained and staged as described [27,28]. For whole-mount in situ 
hybridization (WJSH), embryos were processed, bleached, and sectioned 
as in [29-31). Oigoxygenin (DIG)-tabelled antisense and sense probes were 
generated by standard procedures from pGEM-XIhmga2{J temp1ate. 
Results and discussion 
Jdentification of hmga2 cDNA sequences in Xenopus 
Extensive database search allowed us to identify severa! 
Xenopus EST sequences highly homologous to human 
HMGA2; two of them were recently reported [24] as 
XLHMGA2a and XLHMGA2P, respectively (Fig. 1). 
XLHMGA2p, but not XLHMGA2a, deduced peptide 
sequence is also present in the EST database ofthe close spe-
cies X tropica/is. Because X. /aevis is pseudotetraploid, the 
Xlhmga2rx. sequence may represent a pseudoallelic duplicate. 
In fact, only the Xlhmga2 p sequence was found in the X trop-
EP"'G-EPSpKRPF.GP.PoGSf'NKSPSKMQKK 67 
EPTG-EPS eKRPRGl'Pr'GSf'Nt:SPSKAA KK 67 
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MSSREG---AROSSSVEQP--ASPSQSP~RGRGRPR~KEPTAGEPSrKRPRGPPKGSY.NKSPSKSAQKK 66 
MSSREG---ARQSSSI'.EQP--ASPSQSl?kRGRGRPR KEPTAGEPS PKRPRGRPKGS!.;NKSPSKSAQKK 66 
MSSREG---ARQSSSVEQP--ASPSQSPI>RGRGRP!I KEPTAEETSVKRPRGRPKGSKtl!;SPSKSVQKE 66 
MSARGEEAAGEASGSQEQPE:PALAEPK- RGPGRPR~ EPTG- EPV KRPRGRPKGS!:NKGPSKAAQKK 69 





















laevia beta a 





AEATGE RPRGPI'R~W---------------- -PQOVVQKKPAQEETEETSSQES------------AEEO 109 
AEATGE~RPRGRPRKW---------------- -PQOVVQKKPAQEETEETSSQES---------- --AEEO 109 
AEATGE RPRGRPRK~-----------------PQOVVQKKPAQEETEETSSQES------------AEEO 109 
AETIGE RPRG~PRf. ~-----------------PQOIVOK-PAQET-EETSSQES------------AEEO 107 
AETIGE RPRGRPRKW- - ----- - - ------ --PQQVVQKKPAQET-EETSSQES----------- -AEEO 108 
AEATGE tPRGRP~f.W-----------------PQQVVQKKPAQEETEETSSQES---------- --AEEO 109 
- EARGE RPRGRPRK"-----------------PQOVVQKKPTKGEPEEPSSQES---- --- - -- - -AEEO 109 
EEASGE PRGPP,{KW-----------------PQQ--E~KSGREPTAETSSOES-------------EOO 105 
EEASGE RPRGRPR KEEASGEKRPRGRPRKWPQQ-- EKKSGREPTAETSS ES---- ---- -----EOO 122 
EEASGE FP~GRPq~W-----------------PQQ--EKKSGREQTAETSSQES-------------EDO 105 
EEASGE RPRGRPRK -----------------PQO--EKKSGQEQTAEKSPQES-------------EEO 105 
AETTGE RPRGRP~~W-----------------PQQVVOEKPAQEE-EEEEEEEE------------AEEO 110 
OEPPKE RPRGRPRK~-----------------PQKTVQOEEQKAEOEGVESVEEPPTQAPPTAETFEESO 111 
Fig. l. ClustaiW alignment of HMGA2 amino acid sequences found in database search. Conserved AT-hooks are shaded. Amino acid identities are 
represented by (•), conservative amino acid substitutions by(:), and serni.çonservative substitutions by(.). 
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icalis genome database. Interestingly, the Xlhmga2 gene 
structure organization is sirnilar to that of the human and 
mouse genes. I t consists offive exons, similar in size to those 
ofthe human and mouse genes (data not shown). 
Besides Xlhmga2rx. and Xlhmga2{J, we also found a splic-
ing variant of Xlhmga2{J (referred to as Xlhmga2{Jb) that 
encodes an additional 17-aa sequence, including an extra 
AT-hook (Fig. l ). XLHMGA2~b therefore is peculiar since 
it contains four AT-hooks instead of the usual three. At 
a close inspection, the additional aa sequence of 
XLHMGA2~b is identica! to aa 66--83 of the third AT-
hook. This sequence is encoded by a single exon of the 
known hmga2 genes and therefore may result from an inter-
nai duplication of this exon. Significantly, i t is no t present in 
X tropicalis. Only two ESTs from unfertilized eggs were 
found for the Xlhma2Pb variant, possibly representing 
materna) transcripts, while eight sequences were found for 
Xlhmga2{Ja, deriving from different developmental stages. 
From the above, reported considerations, and from aa 
sequence comparison, showing that the XLHMGA2~ var-
iant is more sirnilar than XLHMGA2a to HMGA2 
sequences from other species, we decided to concentrate 
on XLHMGA2~. 
Developmental expression of Xlhmga2 P 
The use of a variant-specific set of primers allowed us t o 
amplify Xlhmga2p from stage 37 embryos. No Xlhmg2rx. 
sequences were found in the amplification products. With 
this primer set, we studied the developmental expression 
of Xlhmga2p by RT-PCR (Fig. 2A). A low leve) of mater-
na! transcripts seems to be present at the 2-cell stage, but 
after mid-blastula Xlhmga2{J expression becomes progres-
sive1y up-regulated, especially after neurula stage, to 
decline at the swimming tadpole stage (stage 42). These 
results are consistent with those of Hock et al. [24], report-
ing that X/hmga2 p transcripts become the most abundant 
form beyond tailbud stage. lnterestingly, only PCR ampli-
fication products of the size corresponding to the 
Xlhmga2{Ja isoform were detected in ali the stages, suggest-
ing that Xlhmga2{Jb splicing variant expression is very low 
and stage specific. 
In whole-mount in situ hybridization (WISH) experi-
ments, we used a probe consisting of the coding region of 
X/hmga2{J. Because the Xlhmga2rx. and X/hmga2p sequences 
are about 83% identica) at the nucleotide leve!, in principle 
we are not sure to discriminate between the two transcripts; 
however, since we were not able to see the early expression 
pattem described for Xlhmga2rx. [24], we presume that our 
probe does not cross-hybridize under the conditions used. 
Therefore, we will refer to the following results as to 
Xlhmga2P expression; this assumption is reinforced by 
the fact that Xlhmga2rx. transcripts leve! off after gastrula-
tion [24]. 
In WISH, we did not detect localized Xlhmga2p 
transcripts before neurula stage. At stage 15, Xlhmga2p 
-RT 2 9 1 O 12 18 25 32 33 39 42 
Xlhmga2{3 
A ODC 
_______ ..__ ....... 
E 
Fig. 2. (A) RT-PCR analysis of Xlhmga2{j and ODC transcription during development. Developmental stages numbered as in [28]. (B-K) Expression of 
Xlhmga2 {j transcripts as detected by WISH during neurula stages. (B) stage 15, dorsal view: arrows show faint labelling in the anterior regio n of the neural 
plate; arrowheads show staining around the blastopore; (C) stage 15, posterior view; (D) stage 18, dorsal- lateral view; (E) stage 18, posterior view; (F) 
stage 18, anterior view; (G) stage 18 embryo hybridized with a sense probe, in dorsal view; (H) stage 20, dorsal view; (l) stage 20, posterior view; (J) stage 
20, anterior view: arrowheads show more intensely labelled stripes in the presumptive brain region; (K) stage 20, sense probe, dorsal- lateral view. 
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transcripts are detectable around the blastopore (Fig. 2B, 
arrowheads; C) and, with very faint intensity, in the anteri-
or neuroectoderm (Fig. 2B, arrows). 
The entire neuroectoderm is strongly Jabelled at a slight-
ly later stage (stage 18) (Fig. 20-G),just before neural tube 
closure. Probe staining is detectable in tbe anterior neural 
plate, most probably embracing also the presumptive eye 
field (Fig. 2F). A strong labelling is stili detectable around 
the blastopore (Fig. 2E). Use of a sense probe sbows that 
this pattem is specific, both for this and the previously 
described stage (Fig. 2G and data not shown). 
At neural plate closure (stage 20), X/hmga2{3 expression 
is maintained in the most anterior neural plate region and 
the eye field (Fig. 2H and J); more intensely Jabelled trans-
versal stripes are visible within the presumptive brain 
(Fig. 21, arrowbeads). Xlhmga2{3 expression is also detected 
in tbe posterior neural ectoderm, as a thin stained line pos-
terior to the hindbrain (Fig. 2H), and around the blasto-
pare (Fig. 21). No staining was observed with the sense 
probe (Fig. 2K). 
At tailbud stage (stage 25, stage 29, and stage 33/34), 
Xlhmga2 {3 transcripts are detected in the brain region 
and, at lower level, in the spina! cord. Expression in the 
proencepbalic, mesencephalic, and rhombencephaJic 
regions has a striped pattern reflecting different intensities 
of labelling (Fig. 3A-D). Transcripts are also detected in 
the otic vesicles (Fig. 3D and G). Only limited, diffused 
expression is observed in the eye vesicle by stage 29 and 
33/34 (Figs. 3F and 4F; data not shown). Xlhmga2{3 expres-
sion is strong in the neural crest-derived materia! that will 
form the pharyngeal arches (Fig. 3B, C, E, and F). In gen-
erai, the endodermallayer did not show strong labelling by 
the probe, close to the visceral arches (Fig. 3E). This is at 
variance with what was described for both Hmgal and 
Hmga2 in the mouse, where they are transcribed in numer-
ous endoderma! derivati ves [9, l O]; however, i t must be 
observed that endoderma] derivatives are somehow refrac-
tory to probe penetration in Xenopus [29]. Instead, 
Xlhmga2{3 expression is readily detected in the splanchnic 
layer of the intermediate mesoderm (Fig. 3B, C, H, and 
K), just ventral to the somites, that will give rise to tbe vas-
cular structures of the excretory system [32]. In strongly 
stained embryos, the Xlhmga2{3 probe labelled the whole 
latera! and ventral aspects, suggesting that it may be 
expressed a t a lower leve! also in this part of the mesoderm 
(data not shown). Moreover, Xlhmga2{3 is expressed in the 
heart-forming region, in the developing myocardium and 
endocardium (Fig. 3G). In many sections, labelling was 
observed dorsal to the neural tube and adjacent to the dar-
sal tip ofthe somites, as well as in the mediai aspect ofsom-
ites (Fig. 3H and data not shown); it is possible that this 
labelling is due, in part, to migrating neural crest cells 
Fig. 3. Expression of Xlhmgalp transcripts at tailbud stages, as detected by WISH. (A) Expression at stage 25; labelling is clearly visible in the head 
region, and in the dorsal trunk region. (B) Expression at stage 29: slrong labelling is detected in the neural tube (nt), especially in transversal stripes (black 
arrowheads), in the intermediate mesodenn (im, black arrowhead), and in the pharyngeal arches (pa, white arrowheads). (C) Expression at stage 33/34: 
arrowheads indicate expression in the pbaryngeal arches, intennediate mesodenn, and in tbe notochord (no). (D) Detail of the head region of a stage 25 
Xenopus embryo showing distribution of Xlhmgalp transcripts in tbe neural tube (arrowheads), and in the otic vesicle (arrows). (E) Horizontal section of a 
stage 29 embryo following in situ hybridization with a Xlhmgalp probe, showing intense labelling in the neural crest derivatives ofthe pharyngeal arches 
(from I to IV), but not in tbe endoderm. (F) Transversal section at an anterior level of a stage 33/34 embryo showing Xlhmgalp expression in neural crest 
cells (ncc) and in the pharyngeal arches (pa). (G) Transversal section of a stage 33/34 embryo a t the level of the otic vesicles, showing Xlhmgalp transcript 
localization in the otic vesicles (ov), as well as in the heart-fonning region (my, myocardium; ec, endoca.rdium). (H) Transversal section of a stage 33/34 
embryo at the trunk level, showing X/hmgalp transcript localization in the neural cresi ceUs (ncc) dose to the dorsal neural tube and in the splanchnic layer 
of the intennediate mesoderm (im); the notochord is only slightly positive. (K) Transversal section of a stage 33/34 embryo at the posterior trunk level, 
showing Xlhmgalp transcript localization in the notochord (no) and intermediate mesodenn (im). 
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Fig. 4. Expression of Xlhmga2p transcripts at tadpole stage 39 as detected by WISH. (A) Distribution of Xlhmga2p transcripts at stage 39. (B,C,D) 
Sections of stage 39 embryos following WISH to Xlhmga2fJ probe show transcript distribution in the head region, in the ventricular zone (vz, 
arrowheads) of the neural tube, in the condensing cartilaginous cells of the first pharyngeal (maxillary) arch (m), and in the condensing ceratohyal 
originating from the second pharyngeal arch (eh, arrowheads). (E) Horizontal section of a stage 39 embryo reveals strong staining of the notochord by 
the Xlhmga2fJ probe; somites (so) are only faintly stained. (F,G) Sections of the developing eye at stage 29 and 33/34, respectively, may be compared to 
those in section (D), at stage 39, showing initiallimited expression of X/hmga2ft in the developing lens and in the surrounding neural retina territory (P, 
stage 29), that increases later at stage 33/34 to decline by stage 40. Picture shown in (D) was obtained by juxtaposition of two separate pictures of the 
same section. 
[33,34]. At stage 25 and 29 faint labelling was observed on 
the notochord (data not shown), but at stage 33/34 
Xlhmga2p transcripts are clearly detected in the middle 
part of the notochord (Fig. 3K). 
This pattern of expression tends to be maintained in the 
following tadpole stages up to stage 39 with an apparently 
increased level of expression, consistent with RT-PCR 
results. A t stage 39, the anterior regio n of the embryo stains 
very strong]y with Xlhmga2p probe (Fig. 4A), especially in 
the pharyngeal region. In the anterior centrai nervous sys-
tem, Xlhmga2 P expression is restricted to the inner part of 
the neura] tube, possibly corresponding to tbe ventricular 
regio n (Fig. 4B-D). The rest of the neural tube is now on]y 
faintly labelled. The notochord, instead, is intensely labelled 
along most, if no t ali, of its lengtb (Fig. 4E). 
Consistent with RT-PCR, Xlhmga2p expression at later 
stages (stage 42) is strongly down-regulated in the embryo 
tissues. Transcripts are detected only in tbe pharyngeal 
arches, and, at low levels, in restricted parts of tbe CNS 
(data not sbown). 
Xlhmga2p expression pattern shows important sirnilari-
ties, as well as differences, witb that of mouse. Similarly 
to mouse Hmga2 and Hmgal, i t is expressed during 
embryogenesis in severa! tissues and organs of diverse 
embryological origin. Altbough RT-PCR analysis detected 
Xlhmga2p transcripts before MBT ([24] and present data) 
our WISH failed to reveallocalized mRNA before neurula 
stage, when transcripts are detected in tbe CNS. Expression 
in the CNS is intense and widespread during tailbud stages, 
but then becomes down-regu]ated at later stages, to persist, 
in the ventricular region of the brain; this is similar to w ba t 
was observed in the mouse [10,35) and is consistent with the 
idea that HMGA2 plays a role in proliferation of neural 
precursors [36]. While mouse Hmga2 expression is mainly 
limited to the te]encepbalic region [10,351 Xlhmga2p is also 
transcribed in the spina! cord, recalling some aspects of 
mammalian Hmgal expression [9]. Expression in the eye 
is rather limited, and may better correspond to the pattem 
observed for Hmga2 in mouse [35] than to the strong 
expression seen in the eye for Hmgal [9]. 
Xlhmga2 p is also expressed in neural crest celi deriva-
tives in the anterior region, such as the visceral skeleton 
of the pharyngeal region; this expression is shared with 
mouse Hmgal [91 while it is not clear if murine Hmga2 
is expressed in these neural crest derivati ves [l 0]. A new site 
of expression for Xlhmga2p, not previously described for 
mouse Hmga genes, is bere found in the notochord. 
In conclusion, we bave cbaracterized the expression pat-
tern of Xlhmga2p during Xenopus early development. This 
expression may complement, in time, tbat of Xlhmga2a. 
[24], whose transcripts were found in the blastula stage 
embryo. It is possible tbat the two resulting proteins bave 
similar biochemical properties (being 90% identica!) but 
perform tbeir actions at different developmental times due 
to differential transcriptiona] contro! of tbeir genes. Alter-
natively, they could perform different biochemical functions 
because ofminor, but important, differences in tbeir peptide 
sequences. Future gain- and loss-of function experiments 
need to be performed to address the developmental role 
ofthese genes in Xenopus. Our present data provide the nec-
essary expression knowledge to interpret the phenotypic 
effects that may result from such experiments. 
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Abstract 
HMGAl la au architectural transcription f'actor expressed at 
hi8h levels in transformed cells aud tumors. Several llnes or 
evidence indicate that HMGAI up-regulation la Juvolved in the 
mallgnant transformation of thyroid epithelial cells. However, 
the mechanJsms underlying the effect of HMGAl on thyroid 
cancer celi phenotype are not fully understood. We now show 
that in thyroid cancer ceUs, HM GAI down-regulation by small 
interfering RNA and autisense technJques results Ju enhanced 
transcriptional activJty of p53, TAp63o., TAp73o., and, conse-
quently, Jucreased apoptosis. Coimmunopreclpitation aud 
pull-down experiments with deletion mutants showed that 
the COOH-terminal oligomerization domain of p53 ramily 
members la requlred ror direct interaction with HMGAI. 
Moreover, inhlbition or HMGAI expression Ju thyroid cancer 
cells resulted in Jucreased p53 oligomerization In response to 
the DNA-damaging agent doxorubicin. Finally, electrophoretic 
mobUity shlft assay experiments showed that the p53-HMGAI 
Juteractlon results in reduced DNA-binding activity. These 
results Judicate a new function or HMGAl Ju the regulation or 
p53 ramUy members, thus provJding new mechanistic insights 
Ju tumor progression. (Cancer Res 2006; 66{6): 2980-89) 
lntroductlon 
The high-mobility group A factors (HMGAla, HMGA1b, and 
HMGA2) are nonhistone proteins, which participate in a variety 
of cellular processes, including gene transcription, integration of 
retroviruses into chromatin, induction of neoplastic transforma-
tion, and promotion ofmetastatic progression (1, 2). HMGAla and 
HMGAlb are together referred to as HMGA1 because they result 
from alternative splicing ofthe same gene and differ for an internai 
region of 11 amino acids (3). The highly homologous HMGA2 
derives from a different but related gene (4). All members of the 
HMGA family are characterized by the presence of multiple copies 
of a DNA-binding peptide motif called the 'i\T hook" that 
preferentialJy binds to the narrow minor groove of stretches of 
AT-rich DNA sequences. Because of their intrinsic flexibility, the 
HMGA proteins participate in specific protein-DNA and protein-
protein interactions that induce both structural changes in 
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chromatin and formation of stereospecific complexes called 
"enhanceosomes" on the promoter/enhancer regions of genes. 
The formation of such regulatory complexes is characterized by 
reciproca) induction of conformational changes in both the HMGA 
proteins themselves and in their interacting substrates (1). 
The expression leve] of HMGA genes is maximal during 
embryonic development but is low in fully differentiated adult 
cells (5-7). In addition, HMGA proteins are rapidly induced in cells 
exposed to growth factor stimulation and are involved in the 
contro! of cell proliferation (8). Consistent with such a growth 
regulatory role, homozygous mutations in the Hmga2 gene result in 
the pygmy or "mini-mouse" phenotype in mice (7). 
In several tumor ce11s, including colorectal, prostate, breast:, 
cervical, lung. and thyroid, the HMGA1 protein level is high and 
correlated to the increasing degree of malignancy or metastatic 
potential (2~ Increased expression of HMGA proteins was indeed 
shown to promote a transformed phenotype in different cell lines 
(1, 9-12), and transgenic mice overexpressing HMGA proteins 
develop tumors (13-15). With respect to thyroid cancer; the use ofan 
HMGA2 antisense vector resulted in the suppression ofboth HMGAl 
and HMGA2 synthesis and in the prevention of the retrovJrus-
mediated neoplastic transformation of rat thyroid cells (16). The 
requirement for HMGAl expression during rat thyroid ceU trans-
formation was fu.rther assessed by an antisense methodology specific 
for HMGA1 (17~ Moreover, an adenovirus-med.iated suppression of 
HMGAl protein synthesis based on antisense strategy caused 
apoptosis in anaplastic human thyroid carcinoma celllines, leading 
to a drastic reduction of tumor growth in vivo (18~ However, despite 
these lines of evidence regarding the protumorigenic role of HMGA, 
the mechanisms underlying this effect are still poorly understood 
p53 is an oncosuppressor activated by DNA damage. It elicits 
cell cycle arrest and apoptosis, thereby preventing the fonnation of 
tumors (19). Loss of p53 function is a common finding in most 
human cancers (20), including thyroid cancer. Although the well-
differentiated thyroid carcinomas (papillary and follicular) rarely 
display p53 inactivation (21), >80% of poorly differentiated 
(anaplastic) thyroid carcinomas have p53-inactivating mutations 
(22~ Loss of p53 function is believed to be an important event in 
thyroid tumor progression from papillary to anaplastic cancer (22~ 
p53 belongs to a family of proteins comprising two additional 
members: p63 (23) and p73 (24), which share extensive homologìes 
with p53. In vitro experiments have shown that p63 and p73 are 
able to transactivate p53-responsive genes, including p21, Bax, and 
Mdm2, and to induce ceU cycle arrest and apoptosis (23, 25, 26). 
p63 and p73 genes undergo multiple COOH-terminal splicing. 
skipping one or more ex.ons and giving rise to six isoforms for p73 
(a, ~. -y, o, e, and cjl; refs. 24, 27, 28) and three isoforms for p63 
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(a, 13, and -y; ret: 23~ Very recently, p53 variants bave been described 
(29~ The use of alternative starting codons adds more complexity to 
p53, p63. and p73 networlts, with the generation of isofonns 1acking 
the transactivation domain that can fimction in a ·dominant-
negalive" fashion on their corresponding full-length protein (26, 30). 
Regulation of p53 family activity is a complex and multifaceted 
process involving post-translational modifications, protein intemc-
tions, and modulation of subcellular localization (31, 32~ 
We and others bave previously shown that although p53 family 
members are expressed in thyroid cancer cells (33-35), their tumor 
suppressor activity is kept latent in these malignant cells. Because 
HMGA proteins bave been shown to associate with and modulate 
the activity of several nuclear factors (l, 2, 36), here, we bave 
explored whether HMGA may also influence the function of p53 
family members. We found that HMGAl associates in vivo with p53 
family members, and that this interaction results in the inhibition 
of their tumor suppressor activity in thyroid cancer cells. These 
data indicate that HM GAl up-regulation may promote progression 
of thyroid cancer via the inhibition of p53 family proteins. 
Materiale and Methods 
Cell8. Papillary (TPC-1 and BC-PAP) and anaplastic (ARO) thyroid cancer 
ceUs were provided by Drs. A. Fusco and M. Santoro (Naples. Italy); 
anaplastic thyroid cancer cells C-643 were provided by Dr. N.E. Heldin 
(Uppsala, Sweden). These celi lines were grown in complete 10\lli fetal 
bovine senun (FBS) RPMI 1640. The hwnan osteosarcoma cellline Saos-2 
and simlan kidney cellline cos-I were provided by Dr.J.Y. Wang (LaJolla. 
CA) and cultured in complete 10\lli FBS DMEM (Sigilla. St. Louls, MO). The 
hwnan breast cancer cellline MCF-7 (American Type Culture Collection, 
Manassas, VA) was grown in complete 10\lli FBS MEM. 
Plaamids. Plasmid pGEX HMGA1b expressing the hwnan HMGA1b 
in fusion with the glutathione S-transferase (GST) and pcDNA3HA-
HMGA1a bave already been described (37, 38). Hwnan pcDNAHA-p53, 
mouse pcDNA-myc-p63a. and hwnan pcDNA-HA-p73a, pcDNA-HA-p731\ 
pcDNA-HA-p73'y, and pcDNA-HA-p735, as well as the deletion mutants of 
pcDNA-HA-p53 (1-363, 1-355, 1-338, 1-298, 57-393, 90-393) bave also been 
described {39). pcDNA3.1-p53-GFP was a gift of Geotfrey Wahl and Jane 
Stommel (The Salk Institute, LAJolla, CA). Deletion constructs pcDNA-myc-
p63cx 1-369 and 1-264 were obtained by cutting in the coding region at the 
unique restriction sites BsmBI and BsrGL respectively, and with Xbal, which 
cuts in the polylinker of pcDNA, at the ~ end followed by blunt-ending and 
iigation. Deletion mutant pcDNA-HA-p73a 1-348 was obtained by digesting 
with EcoRI and religating the plasmid, while pcDNA-HA-p73a 1-248 
digesting with BsmBI and XhoL which cuts in the polylinker, blunting and 
relipting. pcDNA3.1-HA-4Np73a was kindly provided by Dr. J. Wang 
(UCSD, La Jolla, CA); pcDNA3.0-Myc-TAp63a. pcDNA3.0-Myc-TAp63'y 
p21Luc, BaxLuc, and Mdm2Luc were donated by Dr. G. Blandino (Regina 
Elena Cancer Institute, Rome, Italy). pWWP (containing the p53-responsive 
element of the p21 promoter), pWP124 (devoid of the p53-responsive 
element), and PGV82 luciferase plasmids were kindly donated by Pro( 
T. Sakai (Kyoto Prefectural University of Medicine, Kyoto, Japan). pcDNA-
HATNV 322-355, pcDNA-HATNV 355-363, and pcDNA-HATNV 363-384 
containing oligonucleotides encoding p53 peptides cloned within the 
E8cherichia coli thioredoxin cDNA bave been described elsewhere (40). 
Plasmids pAR HMGAla, pAR HMGAla 1-80, pAR HMGAla 1-52, pAR 
HMGAia 35-107, and pAR HMGAla 46-107 used for the expression of 
recombinant proteina used in Far Western experiments bave also been 
previously described {38). 
GST pull-down 8IJ8aY8 and Far Western blot analysis. Expression and 
pwification of GST fusion proteina for GST pull-down assays were carried 
out using standard protocols. Proteina were translated in vitro using the 
commerciai in vitro transcription/translation kit (TNT, Promega Corp.. 
Madison, Wl). with ass-methionine (NEN Life Science, Boston, MA) 
following the manufacturer's instructions. GST pull-down assays were 
carried out essentially as pnvioully deecribed {37). When induded, 
ethidium bromlde wu Uled at a llnal concentntion of 200 J!l{mL 
Recombinant HMGAla protelnl Uled in Far Western experiments were 
expresaed and purlfled u prevloully deecribed (36) HMGAla 45-75 wu a 
degradation product obtained durins the pnpuatlon of HMGAla 45-106. 
One microgram of each of tbe HMGAI recombinant proteinl wu aeparated 
by SD8-PAGE and tranRerred to polyvinylidene ~ membrane. Far 
Westems were then canied out u pn!Vioully deecribed {36). 
mectrophontle IDOblllty .ut ~- Nudear exb'llctiJ from hwnan 
MCF-7 epithelial breut cancer cella were pnpared u alnady delcrlbed 
(41), and protein concentration wu determined by lhe BJ'Idfonl uay. 2111 
of nuclear extract from MCF-7 cella, tnlated or untn!ated with 10 l'fllOI/L 
doxorubicin for 7 hour8, were incubet.ed in 20 J.L[. bindlnl buflèr [25 mmol/L 
Tris-HO (pH 7.5), 50 mmol/L KC, 50 mmol/L D'IT, 20 111 bovine lleiWil 
albwnin, 0.1% Trlton X-100. ~ st>arol. and 1.5111 poly(~ 
deoxycytidyllc) acidi and, when lndic:ated, hltlh-performance liquid 
chroiJlatoSl8Phy-purlfied recombinant full-length (wt) and tnmcated 
{1-51) HMGA1a proteina were induded (20 and 40 pmol). Por IIUplllhift 
experiment, u-p53 monoclonalllltfbody 421 (Oncopne Releard1, Union-
dale, NY) was included in the reectlon mlxture. After incubatlon for 20 
minutes at room temperature, S2p-labeled DNA wu edded and incubated at 
room temperature for an addit.ionall5 mlnutel. Samplee were aeparated in 
a native 4% polyacrylamlde pll in 45 mmol/L Tril-borate, l mmol/L EDTA 
buffer (pH 8.3, 4°C, IO V/cm), and tbe pll wu 6ud, dried. and eiJIOied 
to X-ray film (Hyperftlm MP. Amenham Bioeciencell, Uppeala. Sweden). 
The followinl ollftonucleotlde wu Uled (only upper strand le lhown): p21, 
fi-AGCTIAGGCATGTCTAOGCATGTCTA-~. 
lmmunopredpltatlon acl lmnmaoblot ~ Celi lylatee were 
prepared in complete radiolmmUIIOpNCipitat.in -Y· Por lmmunopreclp-
itation experiments, l mg of cell lysate wu incubated for 2 houn with 
2 111 of antibody, and protein A-Sepharole wu then lldded (Amenbam 
Biosclences). Samples were then IUbjeded to SDS-PAGE, and membrane& 
were incubated with primary antibodlea in ~ milk-TBST (l J!l{mL). 
Horseradish peroDdue-conjupte I8COIIdary antibodie8 were UHd for 
protein detection by enbanced chemilwninelcen (Pierce, Rockfonl. n.). 
The following antibodies were Uled for imJnunopndpitat polyclonal 
anti-hemaglutinin (HA) antibody (CRP, Bedteley. CA), polydonal anti-p63cl 
antibody Hl29 (Santa Cnu: BiotechnolotiY. Santa CNz, CA), monodonal 
antibody DO-l apinlt the ~ tenninus of p53 (Santa Cruz Biotec:hoolosY. 
Santa Cruz, CA), mixture of anti-p73 monoclonal antibodlea (Ab-4; 
Neomarkers. Fremont, CA). 
The followinl antibodies were used for Weltem ~ anti-HA 
monoclonal antibody (CRP), anti-pan-p63 monoclonal antibody 4A4 (Santa 
Cnu: Biotechnology). anti-p53 monoclonal antibody 00-1 (Santa Cnu: 
Biotechnology), anti-p21Cip1 polydonal antibody (Santa Cnu: Blotecbnolo-
gy), anti-~actin monoclonal andbody {Sipla). anti-GFP monodonal 
antibody (CRP), anti-Myc monoclonal antibody 9El0 (Santa Cnu: Biotech-
nology). The anti-HMGAl polyclonal antibody hu been ralled apinlt a 
peptide derived from the NHrterminal n!fPon and thefti)re recopilel 
both HMGAla and HMGAlb llofonnl (42). 
1'nul8fectloae. Ali trandactioDII - done by the Fupne 6 method 
(Roche Biochemical, inc., Buel, Switzertand) MlllOrclinS to the manufac-
turer's instructions, and cella were proceued 24 bours after tnnsfect.ion. 
Luclferue ....,.. The p21Luc, lluLuc, and Mdm2Luc COMbucta -
cotransfected wlth pcDNA3.1, pcDNA3.0-Myc-TAp63a, pcDNA3.0-Myc-
TAp63a, and pcDNA3.1-p53 (DNA ratio, 1:1). A wctor cocUnc Cor the llllllllla 
1uciferase was allo cotranlfected in al conditionll (DNA. ratio 1:20). '1\wnty-
four houra alter tnmllfectioll, the cllls were ))IOce.ed with tbe Dual Luclf-
erase As8ay (Promep) IICCOJdinl to the m8Jmt"actmw's inltnJctiona. 
Luciferase adivlty wu normaliled br tnnlfectlon e8ldency (RMillG adivlty). 
Gene .Ueadq by -n iaterfllrllltl BNA. CeDI - plated onto llix-
well plates (IIf per well). DWntalned in antibiotic-he medium for 24 
hours, and transfected with a mlxture containlfll Opti-MEM. 8 I'IJwell 
lipofectAMINE 2000 (invllnJ8Bn, San DieF. CA), and either o.5 lllfW1111 
scramble small interferintl RNA (siRNA) or a mixture of four HMGAIIIRNA 
(Dharmacon Relearcb, lnc., Lafayetta. CO) for 5 hours. 1be sequence of 
these siRNAs le availeble from the lll&llUr.cturer. Cella were then lncubated 
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with fresh medium for 48 hours and transfect.ed with either p53, TAp63a, or 
TAp73a (0.5-1.0 j.lg/well) along with either p21Luc, BaxLuc, or Mdm2Luc 
(l.O llf!) and ReniJJa (D.2 llf!), using Fugene 6 reagent (Roche Biochemical}. 
Cells were processed 24 hours after transfection. 
FluOJ"'l8Cence-activated cell aorting analyais. For celi cycle evalua-
tion, cells were fixed and permeabilized with 70% ethanol in PBS and 
incubated with propidium iodide and RNase for 30 minutes at room 
temperature in the darle. Cells were then subject.ed to Ouorescence-
activated cell sorting (FACS) analysis for DNA content (FL2). Apoptosis 
measurement was done by staining intact cells with FITC-Annexin and 
propidium iodide (BD, Franklin Lakes, N]). according to the manufac-
turer's protocol. Cells were then evaluated by FACS analysis (FITC = FLl, 
propidium lodide = FL2). Annexin-positive cells were considered to be in 
early apoptosis, whereas cells stained with both Annexin and propidium 
iodide were considered to be in late apoptosis. 
ln experiments where the green Ouorescent protein (GFP) vector was 
cotransfected as marker, apoptosis measurement was done by staining with 
phycoerythrin-Annexin (BD) and evaluating Annexin-positive cells among 
the GFP-positive cell population. 
Statildeal analyais. FACS analysis results were compared by two-way 
ANOVA Significance was obtained by t test (*,P < 0.05: -.P < 0.01: •-, P < 
0.00 l). Statistical analysis was cani ed out with Microsoft Excel Software. 
Results 
IIMGAl inhibits the transcriptional activity of p53 family 
members in thyroid cancer ceUs. l t has been previously reported 
that HMGAl overexpression correlates with malignant transfor-
mation of thyroid epithelial cells (42, 43). However, the exact 
mechanism underlying this HMGAl-transforming potential is stili 
poorly understood To investigate this, we asked whether in thyroid 
cancer cells HMGAl may somehow influence the function of p53, 
p63, and p73. For this purpose, we selected the thyroid cancer cell 
line TPC-1, which expresses HMGAl to a high leve! (refs. 42, 43; 
data not shown). In these cells, the expression of HMGAl was 
silenced using siRNA (Al-si) and tagged p53 family members (GFP-
p53, Myc-TAp63a, and HA-TAp73a) were cotransfected along with 
the p53-responsive promoters (p21, Bax, and Mdm2). Luciferase 
assays revealed that the transcriptional activity of ectopically 
expressed p53 family members was higher in HMGAl-depleted 
thyroid cancer cells compared with controls transfected with 
scramble siRNA (scr-si), although to a variable degree (Fig. l). 
Western blot analysis (Fig. l, bottom) shows the expression of 
tagged p53 family members in transfected cells and moreover that 
the levels of endogenous HMGAl (both HMGAla and HMGAlb 
isoforrns) were efficiently depleted using Al-si. 
To extend these results, we selected other thyroid cancer cell 
lines, ARO and BC-PAP, that express a high leve! of HMGAl. In 
these cells, we transfected either HMGAl sense or antisense 
expressing vectors and evaluated the transcriptional activity of the 
tagged versions of p53 family members (GFP-p53, Myc-TAp63a, 
and HA-TAp73a), by measuring the activation ofthe p21-Luciferase 
promoter (Table 1). Luciferase assays revealed that the HMGAl 
antisense (Al-AS) significantly enhanced the transcriptional 
activity of p53 family members toward the p21Luc promoter to a 
variable degree. However, experiments done with HMGAl sense 
did not reveal any inhibition of p53 family members (Table l). 
In accordance with previous reports (11, 44), we hypothesized that 
the high leve! of the endogenous HMGAl protein expressed in 
thyroid cancer cells was already exerting a maximal inhibition of 
p53 family members and that, therefore, a further increase of 
HMGAl, obtained by transient transfection, could not cause a 










g 2:! 10.0 
....lu 
Empty p53 TAp63cx TAp73cx 
== 1.0 
IID"O 1.0 ò 
:2 ~ cii cl 
scr-sl 
A1-si 
Empty p53 TAp63cx TAp73cx 
DI ~ ol ~ 
Empty p53 TAp63cx TAp73cx 
D scr-sl 
• A1-sl 
Figure 1. Effect ol siRNA against HMGA1 on the transcriptional activity ol 
p53 family members in TPC-1 thyrold cancer cells. TPC-1 cells were transfected 
with either scrambled (scr-si; white co/umns) or HMGA1-siRNA (A1-sl; black 
columns) as indicated in Materials and Methods. Forty-eight hours alter 
transfection with siRNAs, cells were transfected with either empty vector, 
GFP-p53, Myc-TAp63o., or HA-TAp73a along with elther p21 Luc, Bax Luc, or 
Mdm2 Luc as reporter genes. Lysates were used lor luciferase assays. 
Columns, mean lold increase over empty-transfected cells of three separate 
experiments dona in triplicate; bars, SE. Aliquots of lhese lysates were 
processed by Western blot analysis and representative blots, displaying the 
expression level of HMGA1 and ectopic p53, TAp63o., and TAp73a, are shown. 
null human osteosarcoma celi line Saos-2 (45), which expresses 
HM GAl at a very low leve! (ret: 37; data not shown). In these cells, 
transfection of HMGAl sense was effective in inhibiting ectopic 
p53 family member transcriptional activity, whereas HMGAI 
antisense had no effect (Table 1). Similar experiments done with 
a p21 promoter devo id of the p53-binding si te (pwwP124) indicated 
that this enhancement was specific and dependent on p53 family 
activity (data not shown). 
Taken together, these results indicate that HMGAl may act as an 
inhibitor of p53 family members. 
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lnhlbltlon of p53 FIJ/IIIIy ProteiM by HIIGA 1 
Teble 1. Effect of HMGA 1 sense and antisense on transcriptional activity of p53 family members (p21 Luc promoter) 
Empty 
TPC-1 
Empty 1.0 ± 0.0 
HMGA1 sense l.l±o.2 
HMGAI antisense 1.2 ± 0.6 
ARO 
Empty 1.0 ± 0.0 
HMGAI sense 1.3 ± 0.9 
HMGAI antisense 1.1 ± 0.4 
BC-PAP 
Empty 1.0 ± 0.0 
HMGAI sense 1.4 ± o.3 
HMGAI antisense 0.9 ± o.3 
Saos-2 
Empty 1.0 ± 0.0 
HMGAI sense l.l±M 
HMGAI antisense 0.8 ± 0.8 
•p < 0.01. 
t P< 0.05. 
HM GAI depletion enbances the tumor suppressor acthity of 
p53 In thyrold cancer cells. We then tested whether the HMGAl 
inhibitory effect, observed in transient transfection experiments, 
could also occur with endogenous proteins. To this end, we 
exposed the well-differentiated thyroid cancer cell line TPC-1, 
which expresses wild-type p53 (46), to the DNA-damaging agent 
do:xorubicin for 4 hours (Fig. 2A). In these cells, HMGAl silencing 
by siRNA resulted in increased levels of p21, Bax, and Mdm2 
protein in response to doxorubicin (Fig. 2A). Moreover, the 
addition of p53 siRNA confirmed that the induction of target 
proteins was p53 dependent (Fig. 2A ). 
In ceUs treated as above, the effect of HMGAl depletion was 
analyzed both on ceU cycle and apoptosis by FACS analysis. 
Exposure to do:xorubicin for 4 and 8 hours induced a predorninant 
s-G:l arrest in TPC-1 cells transfected with scramble siRNA. 
whereas it induced a robust G1 arrest in cells transfected with 
HMGA1 siRNA (Fig. 28). Cotransfection with p53 siRNA prevented 
the cellular G1 arrest in response to do:xorubicin, suggesting 
that the effect of HM GAI depletion o n G1 arrest was due, at least in 
part, to the enhancement of p53 function. Parallel experiments, 
done with FITC-Annexin- and propidium iodide- stained cells, 
confirmed the same results with apoptosis (Fig. 2C). 
To further characterize the HMGAl effect on the proapoptotic 
activity of p53, we transfected the thyroid cancer ceU line TPC-1, 
C-643, and ARO cells with either an empty vector, p53, TAp63<x, or 
TAp73a along with H2B-GFP to mark the transfected population. 
FACS analysis was done in transfected (GFP positive) thyroid 
cancer cells. We found that cotransfection with HMGAl antisense 
(Al-AS) increased the apoptotic effect of ali p53 family members, as 
assessed by phycoerythrin-Annexìn staìning. in ali the cancer ceU 
lines tested (Fig. 2D ). 
Taken together, these results indicate that depletion of HM GAl 
results in the enhancement of p53 family member function. 
HMGAI lnteracts in vivo and in llilro wltb p53 famUy 
proteins. To unravel the mechanism(s) underlying the effect of 
HMGAI on p53 family members, we did coimmunoprecipitation 
p53 TAp63a Tap73a 
3.0 ± 0.9 1.3 ± 0.8 3.5 ± 0.7 
28 ± 1.1 1.2 ± 0.5 3.2 ± 0.9 
5.0 ± o.s• 20 ± 0.3t 4.0 ± 0.8 
22.2 ± 24 5.4 ± 0.9 8.3 ± 0.2 
19.9 ± 3.7 6.2 ± 1.4 9.9 ± 1.5 
38.7 ± u- 9.7 ± 4.3t 12.2 ± 28 
4.2 ± 21 2.5 ± 1.0 4.6 ± 0.9 
3.8 ± 27 2.6 ± 0.8 4.1 ± 1.3 
13.6 ± 5.1° 3.0 ± 1.3 5.9 ± 0.8 
14.5 ± 2.1 12.2 ± 1.3 13.6 ± 1.9 
5.5 ±I~ 3.9 ± 2.8 t 5.1 ± 1.6° 
13.8 ± 4.3 13.8 ± 1.3 13.1 ± 1.5 
experiments aimed to detect possible interactions of HM GAl with 
p53 family proteins. 
TPC-1 thyroid cancer cell lysates were subjected to immuno-
precipitation with either an anti-p53 antibody or an anti-HMGAI 
polyclonal antibody (Fig. 3A). As a contro! a nonimmune serum 
was used (NIS) for immunoprecipitation. Western blot analysis 
detected the presence of HMGAI in anti-p53 immunoprecipitates 
(Fig. 3A. top) and vice versa (Fig. 3A. bottom ~ These results indicate 
an interaction between endogenous HMGA1 and p53 in vivo in 
TPC-1 thyroid cancer cells. 
To assess whether HMGAI may interact with ali p53 family 
proteins, we cotransfected 293 human kidney cancer cells witb 
HA-HMGAla and either GFP-p53, Myc-TAp63a. or HA-TAp73a. ln 
these experiments, anti-p53, anti-p63 or anti-p73 were used to 
immunoprecipitate p53 family members, whereas an anti-HA 
antibody was used to detect HMGAla. As a contro} a non immune 
serum was used (NIS). Coimmunoprecipitation experiments were 
able to detect the presence of HM GAla in anti-p53, anti-p63 and 
anti-p73 immunoprecipitates (Fig. 3B). 
To assess whether the in vivo interaction was direct, a puU-down 
assay using a GST-HMGAlb fusion protein and in vitro translated 
p53 family members was employed. In vitro translated 35S-labeled 
p53, TAp63a and TAp73a were retained by GST-HMGAlb even in the 
presence of high concentratìons of ethidium bromide, that disrupts 
DNA-dependent protein-protein interaction (data not shown~ 
These results suggest that HMGAI is able to interact direct1y with 
ali p53 family members, thus modulating theìr functional properties. 
Blndlng of HMGAI requlres the oligomerlzatlon domalo of 
p53 famlly members. As a first step to gaining an insight into 
the HMGAI interaction with p53 family proteins, we mapped the 
regions of the p53 family proteins to identify those involved in 
the interaction with HMGAI. To this end, various deletion mutants 
of p53, cloned in the pcDNA3HA vector, were in vitro translated 
and tested for their ability to bind recombinant GST-HMGAlb 
in puU-down experiments (Fig. 4A ). As summarized in Fig. 4A 
(bottom), a deletion from the COOH-terminal end [construct 
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p53(1-3631 /anes 4-6], removing the p53 basic domain, did not have 
a marked effect on HMGAlb bimling. Further deletions [constructs 
p53(1-3551 p53(1-338), and p53(1-298), /anes 7-15] abolished the 
HMGAlb binding. suggesting that the oligomerization domain is 
criticai for HMGA1b binding. A deletion from the NH2-terminal end 
[construct p53(90-393), /anes 16-18], whlch removes the transcrip-
tional activator domain (TA), had no effect on HMGAlb binding. 
The other two members of the p53 family, p63 and p73, have a 
similar domain organization as p53; however, unlike p53, both 
p63 and p73lwbor a sterile a-motif (SAM) domain at their COOH 
terminus. To extend this analysis to the entire p53 family, deletion 
mutants and different isoforms of p63 and p73 were also tested in 
GST pull-down experiments (F~g. 4B ami C). p63 isoforms (TAp63a, 
.6Np63a, and TA.p63'y, /anes 4-9), having different COOH ami NH2 
terminus domains but retaining the DBD and the oligomerization 
domain, ali associated with GST-HMGAlb. Conversely, deletion 
constructs of TAp63a partially or completely lacldng the oligomer-
ization domain [constructs TAp63a (1-369) and TAp63a (1-264), 
/anes 10.15] failed to interact with GST-HMGA1b. 
Similarly to p53 and p63. the oligomerization domain of p73 was 
also required for the HMGA1b interaction. Figure 4C shows that p73 
isoforms .6Np73a, TAp73~ and TAp73'Y, whlch maintain the DBD 
and the oligomerization domain, interact with HMGAlb. In contrast, 
TAp73a(l-348) and TAp73a(l-2481 whlch are devoid of the oligo-
merization domain, did not associate with GST-HMGAlb. 
These results clearly show that HMGA1b binding to p53, p63. 
and p73 requires the oligomerization domain. From these experi-
ments, it seems also that the p53 COOH-terminal basic residues 
participate in HMGAlb binding (see Fig. 4A). To map more 
precisely the region in p53, we used constructs encoding different 
peptldes derived from the p53 COOH-terminal region, inserted 
within the scaffold of the thioredoxin protein. These constructs, 
corresponding to regions 322-355, 355-363, and 361-393, were 
in vitTo translated and tested in pull-down experiments with 
GST-HMGAlb fusion protein. As shown in Fig. 4D, the peptide 
corresponding to the oligomerization domain (amino acid 322-
355) and the COOH-terminal basic domain (amino acid 361-393) 
showed a specific interaction with HMGAlb, whereas no binding 
Figure 2. EHect cf HMGA 1 depletion on the tumor suppresaor function of p53 
famlly members in thyroid cancer cells. A, paplllary thyroid cancer cells TPC-1 
canying wlld-type p53, Mre transfected with e~her scrambled-siANA (scr-si), 
HMGA1·aiANA (A1-aij, or p53-siANA (p53-sl) as lndicated In Materials and 
Methoda. Alter 48 hours, cels- exposed to 2 11moVL doxorubicin (Dox) for 
4 hours and subjected lo Western blol analysis lor p21, Bax, Mdm2, HMGA 1, 
p53, and jHICtin, as a loading contrai. Aepresentative blots are shown. B, TPC-1 
cella were transfected as above and either le h untreated (t/me O) or exposed t o 
2 )lnlOVl doxorublcin l or 4 and 8 hours (t/me 4 and 8). Celi cycle proli le was 
evaluated by propidlum lodlde staining and FACS analysis (as lndicaled In 
Materiale and Methods). Gray co/umns, cells In G1; black columns, cells In S; 
hatched columns, cella in G:!·M. Columns, mean percentage ol total cells of 
ttwee separate experiments dane in triplicate; bars, SE. Aepresentative celi cycle 
profilel of TPC-1 cells exposed lo doxorubicin for 4 hrs are also shown at the 
botlorn. C, TPC-1 cels treated as above were stalned with both propidium iodide 
and FITC-Ameldn and subjected to FACS analysis (as indicated In Materials and 
Methoda). Whlte columns, ear1y apoptosis (Ameldn-positive cells); gray 
cotmns, late apoptoais (cells stained by both Annexln and propidium lodlde). 
Columns, mean percentage of total cela of ttwee separate experiments done in 
~icate; bars, SE. Aepresentative FACS analyses ol TPC-1 cells exposed to 
cloxorUllcin for 4 hours (bottom). D, TPC-1 , C-643, and ARO thyroid cancer cells 
wwe tranefected with the indicated p53 family member constructs in combinalion 
wilh HMGA1 antisense {A1-AS) along with H2B-GFP lo mark translected 
populatlon. Cella were then stained with phycoerythrin-Annexin and subjected to 
FACS analyais as indicated in Materials and Methods. GFP-positive cella were 
gated, and lhe percentage of apoptotic cells measured as lndicated ìn Materials 
and Methods. Columns, mean of threa separate experiments done In triplicate; 
bars, SE. 
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Figure 3. lnteraction of HMGA1 with p53 family members. A, TPC-1 lhyroid 
cancer cells were lysed, and proteina were immunoprecipitated w~h 
ei1her anti-p53 or anli·HMGA1 antibodies. NIS was used as a controllor 
immunoprecipitation, and crude celi lysates were used as a contrai protein 
transler. Mernbranes were probed with either anti-HMGA1 (top) or anti-p53 
antibody (bottorn). 8, 293 cells were transfected w~h either GFP-p53 (top), 
Myc·TAp63a (middle), or HA-TAp73a (bottom) along wilh HA-HMGA1a or the 
empty HA vector as indicated. Lysates were then immunoprecipitated with either 
anti-p53 (top), anti-p63 (mlddle), or antl-p73 (bottom) antibodies. NIS and 
anti-HA antibodles were used as controls. Membranes were probed with anti-HA 
antibody. 
was detectable with the other peptide or with thioredoxin. It is 
possible therefore that because the basic COOH-tenninal region in 
p53 is very dose to the oligomerization domain, it might also be 
involved in the HMGAlb interaction. 
Two regions in HMGAI are involved in binding to p53 family 
members. To identify the HMGAl domain that interacts with p53 
family members, we generated deletions of the HMGAla protein 
and tested their ability to interact with in vitro translated p53, 
TAp63a, and TAp73a in a Far Western assay. The two HMGAl 
isoforms, HMGAla and HMGA1b, are very sirnilar; the HMGAla 
isofonn was used because it also contains the 11-amino-acid region 
lnhlbltlon ot p53 Fam/ly Proteln• by HMGA t 
between the first and second AT-hook that is absent in the HMGA1b 
isofonn. Data obtained from the experiments shown in Fig. 5A are 
similar for ali three p53 family proteins in that the interaction is 
maintained when the acidic COOH-terminal tail and the third 
AT-hook are removed (HMGAla 1-79), whereas a fu.rther deletion 
(HMGAla 1-51), removing the second AT-hook, completely abol-
ished the binding. Deletion ofthe NH2-tenninal tail (HMGA1a 34-106 
and HMGAla 45-106), removing the first AT-hook, shows that the 
proteins are stili able to bind p53 proteins, although not 
as efficiently as the wild type HMGA1a. Mutant HMGA1a 45-75, 
comprising the centrai part of the protein and containing only the 
second AT-hook, shows a binding capacity sirnilar to HMGA1a 34-
106 and HMGAla 45-106. These data are summarized in Fig. 5B and 
indicate that the HMGA1 region from amino acid 52-80 is criticai for 
protein-protein interaction with p53 proteins, whereas region 1-33 is 
important for optimal binding efficiency. 
HMGAI interferes with p53 bindlng to DNA. We then 
investigated how the interaction ofHMGA1 with p 53 could intluence 
p53 functional activity. To this end, we tested by electrophoretic 
mobility shift assay (EMSA) the effect of purified recombinant 
HMGA1a protein on p53 binding to the p21 promoter. Nuclear 
extracts from MCF-7 cells, that express wild-type p53 and low levels 
ofHMGAl (11), were used. Only nuclear extracts from cells treated 
with doxorubicin to induce p53 gave rise to a complex (Fig. 6A, 
lane 6) that was completely supershifted using a monoclonal 
antibody specific for p53 (Fig. 6A, lane 11 ). The p53-DNA complex 
was then tested with increasing amounts of HMGA1a wild type 
recombinant protein. As can be seen, increasing amounts of 
HMGAla wild type progressively inhibited (up to about 50%) the 
fonnation of the p53-DNA complex (compare lanes 7 and 8 with 
lane 6). This HMGAla-mediated effect is specific because using the 
HMGA1a 1-51 deletion mutant, which is unable to associate with p53 
(see Fig. SA), there is no decrease of p53-DNA complex formation 
(compare 1anes 9 and 10 with 1anes 7 and 8). Based on these results, 
therefore, we hypothesize that HMGA1 has a negative effect on p53 
binding to the p21 target site. In addition, because no HMGA1a 
binding to the probe was detected when adding recombinant 
HMGA1a wild type to nuclear extracts of cells untreated with 
doxorubicin (compare lanes 3 an d 4 with lane 2 ), the effect shown on 
the p21 probe is likely due to protein-protein interaction. 
HM GAI interferes with p53 oligomerizatlon in vivo. Because 
HMGAl inhibits p53 binding to the p21 promoter and binds to p53 
family members via their oligomerization domains, it is reasonable 
to suppose that HMGA1 may interfere with the p53 oligomeriza-
tion. To explore this hypothesis, TPC-1 cells, treated with either scr-
si or Al-si, were transfected with GFP-p53 (Fig. 6B, bottom). To 
track oligomer formation, we also cotransfected HA-llp53{57-393) 
(Fig. 6B, bottom ), which is devoid of a NH2-terminal fragment, 
retains the oligomerization domain, and has lower molecular 
weight, thus migrating at a different level on the Western blot To 
activate p53 function, transfected ceUs were then incubated with 
2 J.lmoi/L doxorubicin for the indicated time points, and protein 
extracts were subjected to immunoprecipitation with either anti-
HA polyclonal antibody or nonirnmune serum (Fig. 6B, top). 
Nontransfected cells were also used as a contro} (Fig. 6B). Western 
blots were then done with a mixture of both anti-p53 and anti-HA 
monoclonal antibodies (Fig. 6B, top). In scramble-transfected cells 
both endogenous and GFP-p53 were observed in anti HA 
immunoprecipitates but not in NIS immunoprecipitates, indicating 
that both endogenous and GFP-p53 interacted with HA-llp53 
(57-393) (Fig. 6B, top). In HMGAI-depleted cells, an increased 
www.aacrjoumala.org 2985 Cancer Res 2006; 66: (6). March 15, 2006 
recruibnent of both endogenous and GFP-p53 was observed in 
anti-HA immunoprecipitates, indicating an increased oligomeriza-
tion with HA-Ap53(57-393) (Fig. 6B. top). 
8ecause ali these results were obtained by HMGAl depletion. an 
opposite approach was done in Saos-2 cells, which express HM GAl 
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at very low leveL Cotransfection of GFP-p53 and His-p53 plasmids 
together with increasing doses of HA-HM GAla plasmid resu1ted in 
the attenuation of p53 oligomerization in response to do.xorubìcin 
(Fig. 6C). Taken together, these resu1ts suggest that HM GAl binding 
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Figure 4. Bindlng to HMGA 1 requires the oligomerizallon domaln (OD) of p53 family members. A, 36S-radiolabeled, In vitto translaled p53 wlld type and varlous 
p53 COOH-Ienninal and N~·terminal deletion mutants were incubated wlth GST·HMGA1b DI' GST lmmobilized on Sep/larole beads In GST pull-down assays. The 
bound proteina were resolved on SDS-PAGE and visualized by autoradiography. Twenty·five percent cl the In vitTO translaled raactions used In the pul-<lown 
experiments were lncluded (input). Schematlc representalion of lhe various p53 constructs used in the pull-<lown assays. Summary of their abllity lo blnd HMGA 1 b 
(bottom). Numbers refer lo the amino acid sequence. 8, 36S-radiolabeled, in vitTO lranslaled TAp63a wild type along with differenl p63 isoforms and various TAp63a 
COOH-Iennlnal deletion mutanls were incubaled with GST-HMGA1b 01' GST immobilized on Sepharose beads in GST pull-«lwn assays as described in (A). 
C, 35S-radiolabeled, in vitTO lranslaled TAp73a wild type along wilh differenl p73 isoforms and various T~73a COOH-Iermlnal delelion mutants were lncubated with 
GST-HMGA 1b DI' GST lmmobilized to Sepharose beads in GST pull-down assays as described in (A). D, 35S-radiolabeled, In vitTO translated peptides, correspondlng lo 
dlfferenl p53 reglons, w~hln lhe lhioredoxin (TRX) scaffold were incubaled with GST-HMGA1b 01' GST lmmobillzed on Sepharose beads in GST pull-down assays as 
deacribed in (A). 
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Previous reports have shown that HMGA2 and HMGAl 
silencing results in resistance to retrovirus-mediated transforma-
tlon in rat thyroid cells (16) and that in hurnan thyroid cancer 
cells, which usuaiJy express HMGAl at high levels, it may trigger 
apoptosi& (18). These data suggest that. as already documented 
for other turnors, HMGA proteins partlcipate in the malignant 
transfonnatlon of follicular thyroid cells. Here, we show that in 
human thyroid cancer cells HMGAl is able to inhibit the activity 
of p53 family members. lndeed, in thyroid cancer cells HMGAl 
down-regulation by either siRNA or antisense techniques 
enhanced the response of p21. Bax. and Mdm2 promoters to 
both endogenous and ectopic p53 family proteins. Moreover, 
this increased transcriptlonal activity of p53 family members was 
accompanied by an increased turnor suppressor activity. The 
inhibitory effect of HMGAl on p53 family members was also 
confirmed in nonthyroid cancer cells. like the low-HMGAl 
expressing Saos-2 cells. 
Further insights into the relationship between HMGAl and p53 
family proteins were obtained by coimmunoprecipitatlon and pull-
down experiments: by this approach, a direct interaction between 
HMGAl and p53, TAp73a, and TAp63a was shown. Subsequent 
experiments with deletion mutants of the p53 family members 
showed that HMGAl interacts with p53 family proteins within 
a region, including the oligomerization domain at the COOH-
terminal of the protein. This region (amino acid 326-355, in the 
Flg&n 5. Reglons 1-33 and 52-79 in HMGA1a interact with p53 
famlly rnernbeB. A, top, purified recombinant wikHype ( wt) 
HMGA1a and eeveral HMGA1a deletion mutants were probed In a 
Far Western blot anatysls with 355-radiolabeled In vitro translated 
p53, TAp63a. and TAp73a Bottom, a typicaJ red Ponceau-stalned 
membrane. 8, achematic representation of the various HMGA1a 
constructs used in the Far Western experiments and summary ol 
thelr ablllty to blnd p53, T Ap63a, and T Ap73a. The lunctlonal 
domalns ol HMGA1a are Indicate<!. Numbers referto amino aclds. 
A 
B 
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p53 sequence) is highly conserved among the p53 family proteins 
(47) and allows oligomerization of the protein. The p53 protein, in 
fact, is active when it is tetrameric and binds to DNA with high 
affinity and stimulates transcription of various genes involved in 
cell cycle arrest or apoptosis. Various experimental studies bave 
shown evidence that the oligomerization domain is essential for 
DNA binding. protein-protein interaction, post-translational mod-
ifications, and p53 degradation (47). 
Our data show that HMGAl reduced p53 oligomerization, 
suggesting that by this mechanism it is able to blunt p53 
transcriptional activity. Further support for this hypothesis carne 
from the EMSA experiments showing the impairment of p53 
binding to DNA by HMGAl. 
Another not mutuaiJy exclusive mechanism to explain the effects 
of HMGAl on p53 function might rely on the interference of 
e112.ymes that activate p53 through binding to the oligomerization 
domain. The oligomerization domain is in fact a binding site for 
PCAF and HlPK2, enzymes that modify and activate the p53 family 
proteins. PCAF is a potent coactivator of p73, and its interaction 
with p73 is essential for p73-mediated transactivation (48). HIPK2 
phosphorylates p53, after DNA damage, resulting in p53 activation 
and stabilization (49, 50~ lntriguingly, it has been reported that 
HlPK2 is able to phosphorylate HMGAl (51), and it is therefore 
possible that HMGAl could compete with p53 for HlPK2-mediated 
phosphorylation. The increased p53 level in HMGAl-depleted TPC-
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Figure 8. HMGA 1 interfBills with p53 binding 10 the p21 promoter and oligomerization. A, nuclear extracts (2 IIQ) from doxorubicln untreated (/anes 2-4) and treated 
(lanes 6-11) MCF-7 cells were incubated with lhe 32P·radiolabeied p21 oligonucleotide in an EMSA experiment. Lanes 1 and 5, free probe. lncreasing amounts (20 and 
40 pmol) of recombinant HMGA1 wild type (wt; /anes 3 and 4; l8nes 7 and 8) and HMGA1a 1·51 (/anes 9 and 10) were included. Lane 11, a·p53 monoclonaJ 
antilody 421 was added. B, TPC-1 thyroid cancer cells were translected with either scramble siRNA or HMGA 1 siRNA. Alter 48 hours, cells WBill transtected with either 
empty vector or a mixture of GFP·p53 and HA·Ap53(57·393). Twenty·four hours alter transfection, cells were incubated !or the indicated tlme points with 2 )llllOVl 
doxorubicln. Lysates WBill lhen immunoprecipitated with anti-HA or NIS. Membranes were probed with bofh anti·HA and anti-p53 antilody (top). Total crude lysates 
WBill probed wlth anti-GFP, anti-HA, anti·HMGA1, and anti·~Yactin antibodies to controllor translection elliciencles (bottom). C, Saos·2 ceils were transfected wlth 
either empty vector or GFP-p53 and His-p53 vectors. Cells WBill also cotranslected whh ehher ernpty vector or increasing doses ol HA·HMGA 1a vector: 0.25, 0.5, 
and 1.0 IIQ· Alter 24 hours, cells were incubated tor 8 hours in the presence or the absence of 2 )1M doxorubicin. Lysates were then immunoprecipltated with anti-His or 
NIS. Membranes were probed for GFP·p53 and His-p53 (top). Totai crude lysates were probed with either anti-p53 or anti·HMGA1 and anti-~·actin antibodies to control 
for translection elllclencies (bottom). 
In the light of these results, it is interesting to note that HMGBl 
(a member of the HMGB family having a different structure 
compared with HMGA proteins) has an influence on p53 family 
members activity (52-56). The ubiquitously expressed HMGBl is in 
fact able to associate with the COOH-terminal region of p53 and 
to enhance p53 DNA bind.ing in vitro and p53-transactivating 
capabilities in vivo (52, 55). lntriguingly, HMGBl and the highly 
related HMGB2 can stimu1ate the bind.ing of both p73a and p7313 
isoforms to different p53-responsive element.s, resulting in either 
down-regu1ation or up-regu1ation, depending on cell types 
suggesting d.ifferential promoter·specific and ceU-specific effect.s 
(56~ In this scenario, it is reasonable to suppose that p53 family 
member activity may be regu1ated by the balanced interaction 
between inhibitors (among these HMGAl) and activators that 
target p53 family members in d.ifferent physiologic and pathologic 
cond.itions. 
Although the molecular mechanism(s) by which HMGAl is 
induced in thyroid tumors are not known, HMGAl protein up-
regulation is considered a molecu1ar hallmark ofthese tumors (43) 
and is related to the degree of tumor aggressiveness (42). In well-
differentiated thyroid cancer p53 mutations are not frequent (22), 
suggesting that other mechanisms may be responsible for p53 
inactivation in these tumors. Direct evidence of the functional 
inhibition of p53 tumor suppressor activity in thyroid cancer 
was obtained from cu1tured cells isolated from both normal and 
malignant rat thyroid. These experiment.s indicated that, compared 
with normal thyroid cells, thyroid cancer cells displayed a higher 
Ievel of wild-type p53 protein expression and a concomitant defect 
in the ability to undergo G1 and G2-M growth arrest in response to 
DNA damage (35). 
A similar impairment of tumor suppressor activity of the other 
members of the p53 family (i.e., TAp63a and TAp73a) has been 
observed in human thyroid cancer {33, 34), suggesting that in these 
tumors, an inactivating mechanism, common to ali the members of 
p53 family, is present. 
Our demonstration that p53 family member activity may be 
inhibited by HMGAI, which is overexpressed in thyroid cancer, 
unravels a novel mechanism for thyroid cancer progression and 
may provide target.s for new anticancer therapies. The observation 
of an enhanced response to doxorubicin in HMGAl-depleted 
thyroid cancer cells suggest.s that siRNA adenovirus treatment 
may sensitize thyroid cancer ceUs to p53-activating agent.s. This 
c.ncer Res 2006; 66: (6). March 15, 2006 2988 www.aacrjoumals.org 
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approach may also be successful in the presence of p53 mutations, 
because T.Ap63a and TAp73a, which are also targeted by HMGAI, 
may compensate for some of the functions lost through p53 
mutation. 
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Abstract The structural characteristics of the three nuclear 
phospboproteins of the bigh mobillty group A family are oudined 
and related to their participatioo in cbromadn structure alter-
adon in many biologica~ processes such as gene expression, 
neop]astic transformadon, dilferendadon, and apoptosis. The 
elevated expression of these proteins in tumor cells and their 
post-translational modiftcadons, such as phospboryladon, acet-
ylation and metbyladon, are discussed and suggested as suitable 
targets for cancer cbemotberapy. 
C 2004 Federadon ofEuropean Biocbemical Sociedes. Published 
by FJsevier B. V. AD rights reserved. 
Keywords: High mobility group A proteins; Methylation; 
Phosphorylation; Post-translational modification; Chromatin; 
Epigenetic process; Cancer 
l. Introductioo: HMGA, nuclear proteins bighly expressed 
foUowing neoplastie transformation 
Since the early identification of high mobility group A 
(HMGA) proteins in rat thyroid cells transformed by retro-
viruses, we realized that they were strongly related to cancer 
because their level of expression was much higher in the 
transformed cells compared to norma( cells in which they re-
sulted practically absent [1,2]. We described a group of three 
proteins (named C, D, and E) identifìed in neoplastic cells by 
electrophoretic analyses. These proteins showed a high elec-
trophoretic mobility both in SDS and acetic acid/urea PAGE, 
similar to that reported by Johns and Goodwin for a group of 
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receptor-c~; IR, insulin receptor; LC-MS, liquid chromatography-mass 
spcctrometry; MARs/SARs, matrixlscafl'old associated regions; PTMs, 
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nuclear proteins characteristic of ali mammalian celis and 
named HMG (3]. This group comprised the HMGl, HMG2, 
HMG14, and HMG17 proteins. At the same time, Goodwin 
and co-workers [4] identified two new proteins in the nuclei of 
rat thymus and of fibroblasts transformed with avian sarcoma 
virus. These proteins were named I and I' because of their 
resemblance to two proteins named Y and I, previously found 
by Lund et al. [5] in HeLa celis. In the same period, A. Var-
shavsky's group [6] studied the binding to the DNA of a 
mammalian protein calied a subsequently found to be an 
HMG protein. When sequence information became available 
[7,8], this aliowed the restriction ofthe new HMG proteins to a 
set of only three polypeptides that were almost universally 
reported as HMGI (previously l, D, a), HMGY (previously Y, 
E), and HMGI-C (previously I', C). Recently [9], researchers in 
this field decided to rationalize the nomenclature of ali HMG 
proteins as previously done for histone nomenclature. There-
fore, the three proteins, subject of this mini-review, are 
grouped together in the HMGA family that comprises 
HMGAla, HMGAlb, and HMGA2 (previously HMGI, 
HMGY, and HMGI-C, respectively). 
2. HMGA structure and iDteracdon properties 
HMGAla, HMGAlb and HMGA2 are polypeptides of 
about one hundred amino acid residues characterized by a 
modular sequence organization as shown in Fig. 1. Two dif-
ferent genes are responsible for their expression: HM GAl and 
HMGA2: the fìrst gene produces both HMGAla and 
HMGAlb by alternative splicing, the second gene HMGA2 
[7 ,8]. These proteins ha ve three highly positively charged re-
gions (highlighted in yellow in Fig. lA) called AT -hooks, since 
they bind the minor groove of AT-rich DNA stretches. On the 
contrary, the C-terminus has completely different feature since 
it contains a high percentage of negatively charged acidic 
residues (highlighted in red in Fig. lA). As shown in Fig. lB, 
the three AT-hooks are differently spaced along the protein 
molecules resulting in an interactive modular system consti-
tuted by a set of three proteins able to establish interactions 
with differently spaced AT-rich DNA regions. The HMGA 
proteins show an unusual capability to bind other nuclear 
0014-57931$22.00 © 2004 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B. V. Ali rights reserved. 
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ltMGAia: RP KG S KNKCAAK • • • TRKTT.FTPC . RKP KG K PKK L Il K • • • • • • • • • 
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l l 
~ M 
~GAla CH3CONHI l AT l l AT l l AT l 
HMGAlb CH,CONBI l AT l l AT l l AT l 





Fig. l . Prirnary slruclure and some proposed funclions of human HMGA proleins in lhe nucleus. (A) Amino acid residues sequences of HMGA l a, 
HMGAib, and HMGA2 proteins. AT-hooks (AT) are evidenced in yellow, the C.terminus in red. Note the only difference between HMGAia and 
HM GAl b due lo the slretch of Il amino acid residues following lhe first AT-hook. (B) Scheme of lhe sequences of HMGA proteins pointing out to 
lhe di!Terently spaced AT-hooks (in yellow) and C-terminai ends (in red) along the lhree prolein molecules. (C) Scheme illustraling some ofthe most 
important aclivilies of HMGA proleins. cl : An HMGA protein directly binds to lhe DNA (l) modifying its conformation and consequently fa-
cililating the binding of a group of olher TFs (2). HMGA proteins inleract wilh bo l h DNA and TFs generating a mulliproteic stereospecific complex 
bound to DNA [18]. c2: An HMGA protein intcracts with a TF ( l) that bas low affinily for DNA, modifying ils conformalion (2) and allowing its 
bioding lo DNA wilh high affinity (15,19). c3: De-repression of transcription by displacemenl of histone Hl by HMGA proteins [20). 
proteins, as reftected by the growing number of HMGA mo-
lecular partners [IO]. Neither secondary nor tertiary structure 
has been determined for HMGA proteins free-in-solution, but 
this does not exclude that in vitro and in vivo interactions 
could result in locally specific non-canonical structures fol-
lowing the binding with DNA an<llor other proteins. Indeed, 
the core element of AT-hooks is indicated as a motif that as-
sumes a defined structure able to induce structural changes on 
DNA such as bending, straightening or unwinding [10,11]. 
Moreover, although different regions bave been identified in 
HMGA proteins as sites of interaction with other nuclear 
factors, the one most frequently involved in protein-protein 
interaction comprises the second AT-hook and the amino acid 
residues between the second and the third AT-hook [12- 17]. 
3. Multiple functioos of HMGA proteios 
HMGA proteins, short and ftexible mo1ecules containing 
different interacting domains, are ab1e to wedge into many 
R. Sgarra et al. l FEBS Letters 574 (2004) 1-8 
ditferent compartments assembling or modulating macromo-
lecular complexes that are involved in a variety of biologica( 
processes. Indeed, many reports illustrate how HMGA pro-
teins participate in processes such as the regulation of gene 
expression, virus integration and expression, embryogenesis 
and ditferentiation, and neoplastic transformation. Fig. l C 
shows a diagram in which some of the proposed functions of 
HMGA in the nucleus are highlighted. 
3.1. HMGA proteins in the regu/ation of gene expression 
HMGA proteins bave been shown to participate in the 
regulation of many genes, but one of the best-studied mecha-
nisms of gene regulation in which they are involved is that of 
the interferon-ll (IFN-P) gene. The activation of the IFN-Il 
expression is due to a multifactor complex that assembles in 
the nucleosome-free enhancer region of the gene, formed by 
the factors NF-x:B, IRF, ATF2/cJun, and the HMGAla pro-
tein [18,21]. HMGAla plays a double function in this context: 
(i) induces allosteric changes in the DNA thus increasing the 
affinity of the transcription factors (TFs) for their binding sites 
and (ii) establishes protein-protein interactions with the same 
factors. This new structure, called enhanceosome, is responsi-
ble for the modification and the remodeling of a nucleosome 
tbat masks the TATA-box; consequently, transcription can 
start. This remodeling is triggered by the recruitment from the 
enhanceosome ofGCN5/PCAF that acetylates the nucleosome 
and also HMGAla at K64, the latter modification resulting in 
the stabilization of the enhanceosome. Later, another acetyl 
transferase called CBP modifies HMGAia at K70 destabiliz-
ing the enhanceosome and, consequently, repressing 
transcription. 
The recruitment on the promoter/enhancer element of 
chromatin of remodeling factors by gene-specific macromo-
lecular complexes is thought to be a widespread mechanism 
for gene activation. It is therefore important to underline 
tbat the HMGA participate, acting in a manner very similar 
to that reported for the IFN-P gene, in the regulation of a 
large set of genes two examples of which are the interleukin-2 
receptor-cx (IL-2Rcx) and the insulin receptor (IR) genes 
[22,23]. 
HMGA can influence gene transcription also through direct 
protein-protein interactions with TFs by inducing changes in 
their DNA binding aftìnities. The enhancement of the serum-
response factor (SRF) transcriptional activity by HMGAla is 
an example of this mecbanism [15]. 
Moreover, given their high abundance in cancer cells, the 
HMGA bave the ability to alter chromatin structure. Indeed, 
they bave been shown to be important elements associated 
with MARs. MARs/SARs (matrixlscatfold associated regions) 
are specific segments of genomic DNA that bave high affinity 
for the nuclear matrix and tbat are enriched in AT sequences. 
These sequences anchor chromatin to the nuclear scatfold and 
organize topologically independent DNA domains which bave 
functional roles both in DNA replication and transcription 
[24]. It has been demonstrated tbat HMGA proteins dispiace 
Histone Hl from MARs, thus participating in chromatin 
transcriptional activation [20]. 
3.2. HMGA proteins in virus integration and expression 
Further striking importance of the role of HMGA proteins 
has been evidenced in both virus integration and virai genome 
expression in host cells [25-28]. Indeed, it has been demon-
3 
strated tbat the pre-integration complex by which immuno-
deficiency virus type l (HIV-l) becomes a part of the host 
genome of the infccted cells contains as an cssential compo-
nent the HMGAla protein, which is supplied by the host celi. 
Moreover, the same protein cooperates with the hSWI/SNF 
complex at the HIV-l promoter in order to modify chromatin 
structure and activate the transcription of the virai genes. 
Similar studies bave been also carried out for human papil-
loma virus type 18 (HPV 18) in which it bas been demon-
strated tbat tbe core of the enhanceosome that stimulates 
transcription is formed by the hetero-dimers JunB/Fra2 and 
HM GAla. 
3.3. HMGA proteins in nnbryogenesis and differentiation 
In normal cells the expression of HMGA protcins is re-
stricted to embryogenesis, it deaea.ses with organopesis and 
in normal adult cells is very low or almost absent. In partic-
ular, both genes are expressed at high levels in the entire em-
bryo until 8.5 dpc [29,30]. At later stqes, the expression 
pattern becomes more restrictcd; in particular, HMGAl ex-
pression is confined to specific body organs of ectoderma), 
mesodermal and endoderma) origin, wbile HMGA2 expression 
is restricted to mesenchimal tissues. A role for both factors in 
development bas been demonstrated. Pivotal studies carried 
out by Chada's group demonstrated that mice showina a 
pygmy phenotype carry a disrupted Hmga2 gene and are 
characterized by a Jarae reduction of fat tissue [30]. The same 
group confirmed the role of HMGA2 in adipogenesis, dem-
onstrating that the deficiency of the Hmga2 gene in mice re-
sults in resistance to obesity induced by diet [31]. The 
phenotype of Hmgal knockout mice bas not been reported 
possibly because the more aeneral expression of this factor 
could severely impair development. Indeed, suppression of 
HMGAI expression impairs differentiation of pre-adipocytic 
cells [32], loss of Hmgal sene function affects lymphohemat-
opoietic ditferentiation [33] and Hmgal is required for normal 
sperm development [34]. 
3.4. HMGA proteins in neop/ostic transform~~tion 
After embryogenesis, HMGA are re-expressed at high levels 
in transformed cells and in tumors. This elevated expression, 
detected in a variety of tumors having different origins [35-38], 
prompted us and other laboratories to sugest HMGAla and 
HM GAl b as diagnostic markers of neoplastic transformationl 
progression. Indeed, it bas been well established by immuno-
histochemistry [39-48] that many human neoplasias, includina 
thyroid, prostatic, cervical, colorectal, pancreatic and ovarian 
carcinoma, show a strong increase of HMGAla and 
HMGAib proteins [40-46,48]. The first evidence of a dim:t 
role played by these factors in tumoriaenesis carne from 
transfection in normal rat thyroid cells of an antisense con-
struct for HMGA2 that prevented retrovirally induced neo-
plastic transformation [49]. The increased expression of 
HMGA proteins was later shown to promote tumor progres-
sion in ditferent celllines. Overexpression of the three HMGA 
proteins led to transformation with anchoraae-independent 
growth in Rat la fibroblasts and buman lymphoid CB33 cells 
and similar results bave been obtained by overexpressing the 
HMGAla in the human breast epithelial cellline MCF-7 [50-
53]. Transgenic mice overexpressing HMGA proteins con-
firmed the role of these protcins in tumorigenesis also in vivo 
[54,55]. 
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In addition of overexpression, HMGA disregulation as a 
result of specific chromosomal rearrangements has also been 
reported in a variety of common benign tumors. Structural 
alterations for botb HMGA genes have been reported, but 
rearrangements of the HMGA2 gene at 12q15 are particularly 
frequent especially in lipomas and leiomyomas, making this 
gene probably tbe most commonly rearranged one in human 
neoplasms. The pivotal role of HMGA2 rearrangements in tbe 
process of lipomagenesis bas been previously reviewed [56]. 
4. Modified forms of HMGA proteios 
HMGA proteins are subjected to a variety of post-transla-
tional modifications (PTMs) tbat modulate their multi-inter-
acting property with botb DNA and proteins [57-67]. 
Radioactive labeling and liquid chromatography/mass spec-
trometry (LCJMS) are techniques of choice for the identifica-
tion ofprotein post-translational modified forms. W e used LC/ 
MS to study changes of HMGA PTMs in different celi lines 
subjected to different stimuli. Protein samples containing ali 
families ofHMG proteins bave been obtained by extraction of 
tumor cells with perchloric acid (2,35) and then analyzed by 
reverse-phase chromatography in order to separate HMGA 
proteins from the other two HMG fami1ies, i.e., HMGB 
(formerly HMGI/2) and HMGN (former1y HMG 14/ 17) 
A 0.8 
~ 0.4 < 
0.0 
B 
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[3,9,68], stili present in neop1astic cells. A typical chromato-
graphic profile of the five low molecular mass HMG proteins 
(HMGAla, HMGAlb, HMGA2, HMGN1, and HMGN2) is 
shown in Fig. 2A. Mass spectrometric ana1ysis allows the 
identification of ali the modified forms as shown in Fig. 28, in 
which it is possible to note that more tban o ne species co-elute 
in the same chromatographic peak. As shown in Fig. 2C, ex-
perimental masses can be compared witb tbeoretical ones de-
duced from the amino acid sequences of Fig. lA. HMGA 
proteins are among the most highly post-translationally 
modified nuclear proteins. Fig. 3 summarizes PTM sites of the 
HMGAla protein so far identified by our and other labora-
tories [18,58-67]. 
4.1. Phosphorylation 
Near1y ali ofHMGAla and HMGAlb proteins are consti-
tutively phosphorylated by casei n kinase 2 (CK1) a t tbe two or 
three serine residues of the C-terminai end (see Fig. lA), 
however, the function of this constitutive phosphorylation is 
not clearly understood [58-67]. Experimental evidence ob-
tained on the HMGA2 protein suggests that the acidic tail 
could bave a role in the transcriptional regulation of target 
genes by regulating the DNA-binding affinity rather than 
specificity [69,70]. Phosphorylation ofthe serines located at the 
C-terminus could therefore represent an additional modula-
tion of HMGA DNA-binding properties. Moreover, other 
A l b-'2P A2-2P 
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Fig. 2. LC-MS analysis of a protein sample obtained by 5% perchloric acid extraction from the prostate tumor celi line PC-3. (A) Reverse-phase 
HPLC profile obtained by a water/acetonìtrile gradient using a CIS column. (B) Reconstructed mass spectra obtaìned by LC-MS. P, phosphate 
group; M, methyl group (peaks highlighted in yellow). (C) Comparison of experimental mass values of detected HMG proteins and theoretical mass 
values calculated according to the amino acid residue sequence. 




Fig. 3. Schematic description of post-translational modifications found 
for human !fM<?Ala protein. AT, AT-hook; P, phosphorylation site; 
A, acetylallon s1te; M, Methylation sile; PKC, protein kinase C; P/ 
C.AF and CBP, acetyl transferases; CK2, casein kinase 2; cdc2, cdc2 
kmase. AP:x num~rs at the amino acid symbols indicate the position 
of the modlfied resJdue along the protein sequence. 
phosphorylation sites ha ve been detected that are related to the 
celi cycle, such as those at T52 and T77 due to cdc2 kinase or 
to signa! transduction pathways such as T20, S43, and S63 ;ha t 
are modified by protein kinase C (PKC). Phosphorylation of 
T52 and T77 of the human HMGA!a protein takes piace at 
G2/M-phase of the celi cycle and causes a strong decrease of 
the DNA-binding affinity [62,71). On the other hand, phos-
phorylation by PKC of T20, S43, and S63 is the result of the 
treatment of mammary epithelial cells with phorbol esters that 
activate the Ca2+/phospholipid pathway [61]. Likewise the 
cdc2. phosphorylation, a significant reduction of DNA-binding 
affiruty has been found for HMGAia protein modified by 
PKC. Detailed studies carried out by J.R. Wisniewski and 
coworkers elegantly differentiated the aptitude of the t h ree AT-
hooks and of the three proteins (see Fig. lA and B) to bind to 
the DNA [72,73]. Using the promoterregion ofthe IFN-P gene 
as a model, these authors demonstrated that the two proteins 
HMGAla and HMGAlb engage ali three AT-hooks in 
binding DNA, whilst the HMGA2 protein employs its N-ter-
minai and centrai AT-hooks. Phosphorylation of HMGAlb 
by cdc2 kinase impairs the contacts of the first AT -hook with 
the IFN-P promoter, whereas phosphorylation of HMGA2 
by the same kinase affects mainly the binding of the second 
AT-hook. 
4.2. Acetylation 
HMGA are costitutively N-terminally acetylated (Fig. 3); 
the function of K64 and K70 acetylation in the context of 
IFN-P enhanceosome structure has been already discussed. 
4.3. Methylation 
Methylation is the most recent HMGA modification that 
has been taken into consideration [59~1,67]. By mass 
spectrometry analysis of trypsin-digested HMGAla, we 
~emonstrated that this protein, at least in the analyzed cells, 
ts mono-methylated at R25 that is located in the middle of 
the first AT-hook (see Fig. lA). With regard to this 
modification, two points are worthwhile to mention: (i) in 
the analyzed tumor cells, the percentage of mono-methylated 
HMGAla protein is very high reaching in some samples up 
to fifty per cent of total HMGAla protein and (ii) 
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among HMGA proteins only HMGAla resulted methyl-
ated, at least at the leve! of sensitivity of the adopted 
method. 
4.4. PTMs conclusive remarks 
Results similar to those reported in Fig. 2 have been ob-
tained for many other neoplastic cells and taken together allow 
us to draw the following conclusions: 
• HMGA!a and HMGA!b are usually detectable in tumor 
cells and, in addition to these proteins, many highly trans-
formed cells express also the HMGA2 protein; 
• HMGA proteins are constitutively bi- or tri-phosphory-
lated at their C-terminus; 
• The three HMGA proteins are not equivalently modified by 
PTMs; 
• Many neoplastic celi lines show large amounts of mono-
methylated HMGAla protein that appears to be the only 
HMGA protein methylated at high level. 
S. HMGA proteios and apoptosis 
The most extended variation in HMGA PTMs seems to 
occur during programmed celi death chromatin condensa-
tion. We carried out detailed LC/MS studies on the 
HMGAia protein of a number of tumor cells induced to 
undergo apoptosis by various procedures [59,60,67]. At early 
apoptotic stages, the HMGAla protein undergoes an in-
crease in the degree of phosphorylation that probably results 
in its displacements from DNA and, consequently, allows 
faster DNA digestion because of the more accessible chro-
matin structure. These new phosphate groups added to those 
already present at the C-terminai tail result in hyper-phos-
phorylated forms (up to 5 phosphates/protein molecule). 
Hyper-phosphorylation is followed by a de-phosphorylation 
process that, depriving HMGA!a protein of many negative 
charges, facilitates re-aggregation of DNA and the place-
ment of HMGA into apoptotic bodies. On the contrary, 
during apoptosis, there is a continuous increase of the de-
gree of HMGAla methylation at R25 that reaches the 
highest leve! when completely de-phosphorylated protein is 
observed. The function of this modification is currently 
under investigation. 
6. Conclusion and perspectives 
Core histones (H2A, H2B, H3, and H4) organize the DNA 
into fibers that are further compacted by linker histone Hl 
[74]. The compactness ofthis structure is variously modulated, 
depending on the necessities of the celi, by loss or weakness of 
binding of histone Hl, by post-translational modification of 
N-sides of core histones, and by the interference of other non-
histone nuclear proteins. Among these, HMGA proteins play 
an important role since: 
(a) They are present in large amounts in the nucleus (particu-
larly in tumor cells). 
(b) They compete with histone Hl to bind to the DNA. 
(c) They are capable of forming multiprotein complexes in-
volved in DNA-binding. 
(d) They are, to a great degree, subjected to severa! PTMs. 
6 
HMGA proteins participate locally and temporally to tbe 
dynamic modification of tbe chromatin structure, mainly im-
posed by tbe histones, and, tberefore, tbey bave been defined 
"arcbitectural factors" [68,74,75]. Consequently, cells tbat ex-
press high levels of HMGA proteins (sucb as tumor cells) 
sbould bave a profound alteration in tbe chromatin structure 
wben compared witb normal cells. 
In addition to being a particular "feature" of transformed 
cells, a number of papers bave pointed out to tbe oncogenic 
activity of HMGA at least in some selected celllines [49-56]. 
For ali tbese reasons, tbe HMGA proteins could represent a 
good target for the development of new anticancer strategies. 
Actually, in order to interfere witb their function or block their 
expression, some papers reported tbe use of antisense tecb-
nology in cancer cells to suppress tbe expression of HMGA 
proteins tbat leads to a decrease in celi proliferation or to 
apoptotic celi death [48,76,77]. Moreover, an already known 
antitumoral drug named FR900482 [78] has been suggested as 
cross-linking agent of HMGAla and HMGA1b to tbe minor 
groove of DNA in order to avo id any further use of tbe protein 
in tbe nucleus [79]. 
Anotber, not yet explored, way to prevent tbe action of 
HMGA proteins could be found in tbeir natively disordered 
structure tbat is able to establish multiple interactions. It is 
conceivable tbat HMGA proteins could be forced to assume 
a fixed structure, thereby loosing the originai multi-inter-
acting capability. This modification could be obtained by 
introducing or producing into tumor cells specific com-
pounds able to turn a flexible molecule into a rigid and no 
further on usable one. A deeper understanding of the 
HMGA molecular network of protein-protein interaction 
could provide essential information for the development of 
sucb a cbemotberapeutic agent. Following this idea, in our 
laboratory we bave already started a proteomic project to 
search for HMGA molecular partners. The preliminary 
HMGA molecular network we obtained suggests an in-
volvement of HMGA proteins not only at a transcriptional 
level but also in otber basai nuclear DNA- and RNA-linked 
processes [manuscript in preparation]. Identifying HMGA 
molecular partners and subsequently tbe domains/structures 
involved in HMGA protein-protein contacts could provide 
uncballenged opportunities to develop molecules able to 
selectively perturb tbe various activities of HMGA proteins. 
However, it is our opinion tbat HMGA proteins sbould be 
targeted in combination tberapies in wbicb tbere are at least 
two targets: the first specific and cbaracteristic of a stated 
tumor (sucb as an inbibitor of a specific kinase or siRNA 
against specific mRNAs), tbe second witb a generai influence 
on chromatin (sucb as histones or HMGA proteins). 
In many tumor cells, tbe HMGA2 protein is overexpressed 
in addition to tbe otber two proteins. Until now, tbe reason for 
this extra-expression is not known but our recent results sug-
gest tbat HMGA2 is involved in cell-cycle contro) by regu-
lating tbe cyclin A gene [17]. Indeed, HMGA2 knockout mire 
sbow the pygmy pbenotype, whicb is cbaracterized by growtb 
retardation and a drastic reduction of body fat content [30]. 
Moreover, it was also sbown tbat HMGA2 can negatively 
affect tbe expression of DNA-repair gene ERCCl, linking 
tberefore HMGA2 expression witb genomic instability [80]. 
These results suggest tbat HMGA2 could be related to pro-
liferation ratber tban neoplastic transformation. However, 
repression of this protein could be an attractive tool for a 
R. Sgarra et al. l FEBS Letters 574 (2004) 1-8 
combined cbemotherapeutic trcatment, at least for a limited 
group of cancers. 
The epigenetic modification of chromatin takcs into ac-
count also the metbylation process that should be discussed 
from a triplicate point of view. (i) DNA methylation at the 
5-position of cytosine in the di-nucleotide sequence CpG is a 
well-known phenomenon and hyper-methylation of DNA 
promoter regions has been associated with transcriptional 
silencing of tumor suppressor genes [81,82]. (ii) Histone 
metbylation also seems to be associated with reprcssive 
chromatin structure formation tbat brings DNA into inac-
tive heterochromatin [83]. (iii) The third methylation is that 
of HMGAla that reaches high levels in tumor cells [59,60]. 
It could be possible tbat also methylated HMGAla is in-
volved in the silencing program in which both DNA and 
histone methylation participate. Inhibition of methyltransfe-
rases tbat catalyze the three types of methylation could be a 
very promising tool in cancer therapy. Studies on both DNA 
and histone methylation are more advanced compared to 
tbose concerning the HMGA proteins. lndeed, clinical trials 
are already carried out with decitabine (NSC-127716, Da-
cogen, Supergen) that is a specific DNA methy1transferase 
inhibitor used in order to reduce the chromatin repression 
patbway. 
In conclusion, the scenario of epigenetic modifications of 
DNA and chromatin associated proteins is wide and includes 
many different events that, however, are linked and cooperate 
in cancer celi cbromatin remodeling. Among these factors and 
modifications there are HMGA proteins, whose function in 
chromatin structure alteration is at the moment of increasing 
interest in many laboratories. 
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The HMGAla protein belongs to the high mobility group A 
(HMGA) family of architectural nuclear factors, a group of proteins 
that plays an important role in chromatin dynamics. HMGA pro-
teins are multifunctional factors that associate both with DNA and 
nuclear proteins that bave been involved in severa( nuclear pro-
cesses, such as transcriptional regulation, virai integration, DNA 
repair, RNA processing, and chromatin remodeling. The activity of 
HMGA proteins is finely modulated by a variety of post-transla-
tional modifications. Arginine methylation was recently demon-
strated to occur on HMGAla protein, and it correlates with the 
apoptotic process and neoplastic progression. Methyltransferases 
responsible for these modifications are unknown. Here we show 
that the protein arginine methyltransferase PRMT6 specifically 
methylates HMGA la protein both in vitro and in vivo. By mass spec-
trometry, the sites of methylation were unambiguously mapped to 
Ari7 and Ari9 , two residues which are embedded in the second 
AT-hook, a region criticai for both protein-DNA and protein-pro-
tein interactions and whose modification may cause profound alter-
ations in the HMGA network. The in vivo association of HMGA and 
PRMT6 piace this yet functionally uncharacterized methyltrans-
ferase in the well established functional context of the chromatin 
structure organization. 
HMGA1a belongs, together with its isoform HMGA1b and the highly 
related protein HMGA2, to the high mobility group A (HMGA)3 family 
of non-histone chromosomal proteins (l, 2). HMGA family members 
are considered proto-oncogenes and, when overexpressed in celi line 
models, are able to transform cells or increase their malignancy. In 
addition, transgenic mice overexpressing HMGA develop different 
tumors (3-5). 
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HMGA proteins contain about 100 amino acid residues and have 
three DNA-binding domains called AT-hooks that mediate their ability 
to interact with the narrow minor groove of AT-rich DNA sequences 
(6). By binding to DNA and/or transcription factors, HMGA proteins 
can organize the assembly of nucleoprotein- DNA transcriptional com-
plexes (called enhanceosomes) at the leve! of enhancers or promoters 
activating or repressing transcription of a large number of mammalian 
genes. For this reason, they are referred to as architcctural transcription 
factors (6, 7). In addition to transcriptional regulation, HMGA proteins 
are involved in other nuclear processes, such as virai integration, RNA 
processing, DNA repair, and chromatin structural organization and 
remodeling, indicating HMGA as highly connected nodes in the chro-
matin protein network (3, 6, 8), 
HMGA proteins are subjcctcd to a variety of post-translational mod-
ifications (PTMs) that modulate their multi-interacting property with 
both DNA and proteins (9-15). HMGA1a and HMGAlb are constitu-
tively phosphorylated by casein kinase 2 at the two or three serine resi-
dues ofthe C-terminai end (16). Celi cycle-dependent phosphorylation 
by p34/cdc2 kinase has been detected on Thr52 and Thr77 (numbers 
refer to human HMGAla) residues, flanking the second A T -hook and 
shown to cause a strong decrease in the DNA-binding affinity (17, 18). 
Likewise p34/cdc2, phosphorylation by protein kinase Con Thr20, Ser43, 
and Ser63 caused a significant reduction of DNA-binding affinity (13). 
Acetylation of Lys64 and Lys70 are criticai for the stability of the enhan-
ceosome assembled on the TFN-/3 gene (19, 20), In particular, acetylation 
of Lys70 by p300 CBP-associated factor (PCAF)/GCNS results in the 
stabilization, whereas that of Lys64 by p300/CBP (ç;REB-Qinding pro-
tein) causes destabilization of the enhanceosome. Methylation is 
the most recent HMGA PTM reported (9-14), Arg25 within the first 
AT -hook ofHMGA la has been found methylated (monomethylated) in 
tumor celllines, reaching in some samples up to 50% of total HMGA1a 
protein content Methylation on this residue is modulated during the 
apoptotic process reaching highest levels a t later stages, with the forma-
tion of apoptotic bodies (14). More recently, dimethylation on the same 
Ar!f5 residue has been reported by another group (21), An extensive 
study on both HMGA1a and HMGA1b proteins reported a high leve! of 
PTMs, and in particular, dimethylation of arginine and lysine residues 
was increased in breast cancer cells with higher metastatic potential (9, 
10). Altogether, these data lead authors to suggest the existence of a 
PTM "code" for HMGA proteins similar to that reported for histones 
(10, 11). Although the kinases and acetyltransferases that are able to 
modify HMGA proteins ha ve been identified, enzymes responsible for 
arginine and lysine methylation are just starting to be discovered (22}. 
Protein (lysine and arginine) methylation is an emerging type of PTM 
that has added a new dimension to the signal transduction field (23, 24), 
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At variance from histones, where the prevalent modification is lysine 
methylation (25), in HMGA proteins, arginine methylation seems par-
ticularly relevant (9, 11). Arginine methylation has been implicated in 
signa! transduction, RNA metabolism, transcriptional regulation, and 
DNA repair (23, 24). Arginine residues are methylated by protein argi-
nine methyltransferases (PRMTs). T o date, two distinct PRMT activi-
ties have been found in mammalian cells; both types catalyze the forma-
tion of w-W-monomethyl arginine as an intermediate. Type I PRMT 
activity is defined by the formation of asymmetric w-W,]\{' -dimethyl-
arginine residues, whereas type II activity is defined by the formation of 
symmetric w-W ,N'G-dimethylarginine residues. Currently, known 
type I enzymes include PRMTl, PRMT3, coactivator-associated argi-
nine methyltransferase l (CARM1)/PRMT4, PRMT6, and PRMT8 (24). 
No activity has been demonstrated for PRMT2 (26, 27). The only type II 
PRMTs identitìed to date are the Janus kinase-binding protein JBPl/ 
PRMT5 (28) and PRMT7 (29, 30). 
In this manuscript, we have reported the identification of PRMT6 as 
a protein methyltransferase able to efficiently methylate in vitro and in 
vivo HMGA1a. PRMT6 has been recently identified as a type I PRMT 
enzyme with an exclusive nuclear localization (31). PRMT6 in vivo cel-
lular substrates are unknown. In fact, if we exclude its automethylation 
activity, the only substrate identified so far is the virai Tat human immu-
nodetìciency virus (HIV) protein (32). Tat-modified Arg residues have 
not been identified; thus its substrate specificity remains unknown. W e 
report that PRMT6 methylates HM GAla at the leve! of Arg57 and Arg59 
within the second AT-hook domain. This is a criticai region for 
HM GAla function. which has been shown to have the highest affinity 
for DNA binding and also to be involved in protein-protein interaction, 
thus implying an important role for arginine methylation in modulating 
HMGA functions. In addition, this study, identifying the residues mod-
ified by PRMT6, lays down the basis for future studies aimed at estab-
lishing a consensus for its substrate specificity. 
EXPERIMENT AL PROCEDURES 
Plasmids-P!asmids pARHMGA1a, pARHMGAla-(1-80), 
pARHMGAia-(1-52), pARHMGAla-(35-107), pARHMGAla-(46-
107) expressing the wild-type an d deletion mutant~ ofhuman HMGAla 
proteins were generated by PCR using the human HMGAla cDNA as 
the template. The primers used for expression vector construction were 
asfollows:AS-1,5'-AGGAGATATACATATGAGTGAGTCGAG 
CT-3'; A5-35, 5'-GCA AGC AGC ATA TGG TGA GTC CCG GGA 
CA; A5-46, 5'-TGG TAG GGC ATA TGA AGG AGC CCA GCG 
A-3'; A3-107, 5'-GCA GCC CGG ATC CTT ATC ACT GCT CCT 
CCT C-3'; A3-80, 5'-GGG TCT GCC GGA TCC TTA TCA TCC 
TGG AGT TGT-3'; and A3-52, 5'-GCC CCG AGG GGA TCC TTA 
TCA TGG CAC TTC GCT-3'. The PCR products for deletion con-
structs at the C terminus were obtained using primer AS-l incombi-
nation with the different A3 primers, whereas products for deletion 
constructs at the N terminus were obtained using AS-35 and AS-46 in 
combination with A3-107. The PCR products were cloned between 
the N del and BamHI sites of the bacterial expression vector pAR3038 un-
der the bacteriophage T7 promoter. The resulting clones were verified by 
sequencing. Plasmids pARHMGAlaR25A, pARHMGAlaR57 A, 
pARHMGAlaR59A, pARHMGA1aR57 A.R59A were obtained using the 
QuikChange site-directed mutagenesis kit by Stratagene. The mutagenesis 
was performed via standard Stratagene protocol using as template the 
pARHMGAla plasmid, except for pARHMGAlaR57 A,R59A in which the 
template used was pARHMGA1aR59A, and using the following primers: 
R5759A (forward), 5' -CAC CTA AGA GAC CTG CGG GCG CAC CAA 
AGG-3'; R5759A (reverse), 5' -CCT TTG GTG CGC CCG CAG GTC 
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TCT TAG GTG-3'; R57 A (forward), 5' -CAC CTA AGA GAC CTG CGG 
GCC GAC CAA AGG-3'; R57 A (reverse), 5' -CCT TTG GTC GGC CCG 
CAG GTC TCT TAG GTG-3'; R59A (forward), 5' -GAG ACC TCG GGG 
CGC ACC AAA GGG AAG C-3'; R59A (reverse), 5'-GCT TCC CTT 
TGG TGC GCC CCG AGG TCT C-3'; R25A (forward), 5'-AGA AGC 
GGG GCG CGG GCA GGC CGC-3'; R25A (reverse), 5' -GCG GCC TGC 
CCG CGC CCC GCT TCT-3'. Plasmids pcDNA3HA-PRMT6 and 
pcDNA3HA-PRMTl, expressing proteins in-frame with the hemaggluti-
nin (HA) epitope, were obtained by cloning the open reading frames of 
PRMT6-GFP and PRMTl-GFP (31) into the BamHl/EcoRI sites and 
the EcoRI site of the pcDNA3HA vector, respectively. Plasmid 
pcDNA3HA-HMGAla was obtained via subcloning using BamHIIEcoRI 
restriction sites from pcDNAI-HMGAla (a gift of Dr. Thanos, Alexander 
Fleming Biomedical Sciences Research Cener, Vari, Greece), whereas the 
vector pcDNA3HA-nucleophosmin (NPM) was obtained via PCR from 
the PINCO-HA-NPM retroviral vector (a gift ofDr. Pelicci European ln-
stitute of Oncology, Milan,ltaly) using the following primers including the 
BamHI/Notl sites: NPM (forward), 5' -GGC AGG GAT CCA TGG AAG 
A TI CGA T -3' and NPM (reverse), 5'-TTA AAG CGG CCG CTT AAA 
GAG ACT TCC-3' in the corresponding sites of pcDNA3HA. The plas-
mids pGEX6Pl-PABPl and pGEX2T-GAR, expressing the poly(A)-
binding protein l (PABPl) and a protein arginine methyltransferase sub-
strate composed of the first 148 amino acids (glycine arginine-rich domain) 
of the human fibrillarin protein (both in fusion with the glutathione S-
transferase (GST)) have been described previously (33, 34). 
Recombinant Protein Expression and Purification-Recombinant 
HMGA proteins were expressed, extracted, purified, and analyzed by 
mass spectrometry as previously described (35). HMGA la-( 45-75) was 
a degradation product obtained during the preparation of HMGAla-
(45-106). GST fusion proteins were produced and purified as already 
described (31). 
Mass Spectrometry Ana/yses-LC-MS analyses on PRMT6-methyl-
ated HMGA1a were carried out with an API l mass spectrometer 
(PerkinElmer SCIEX) as previously described (14). Mass values are 
reported as Da ± L T o identify the methylation sites, 10 ,...g of PRMT6-
methylated HMGAla were digested with 0.5 ,...g of Endoproteinase 
Lys-C sequencing grade (Roche Applied Science) for 18 h at 37 'C. 
HMGAla fragments were analyzed by LC-MS as previously described 
(14) using a Waters Symmetry Cl8 3.5 ,...m, 1.0 X 150-mm column. Ali 
the LC-MS analyses performed with the API l mass spectrometer were 
carried out splitting the tlow outside the chromatographic column 
allowing in this way to both record mass spectra and collect protein/ 
peptide fractions for subsequent analyses. Tandem mass spectrometry 
(MS/MS) measurements were performed on a Q-TOF Micro mass 
spectrometer (Micromass, UK) equipped with a Z-spray nanoflow elec-
trospray ionization interface. Mass spectra of the peptide digests of 
HM GAla were acquired using the nano-electrospray source operating 
at capillary, eone, and extractor voltages of 1400, 30, and l V, respec-
tively (positive ion mode). For the MS analyses, samples were dissolved 
in a 1:1 solution of acetonitrile:water containing 1% formic acid. Nano-
electrospray ionization capillaries were prepared in-house from boro-
silicate glass tubes of l mm outer diameter and 0.78 mm inner diameter 
(Harvard Apparatus, Holliston, MA) using a Flaming/Brown P-80 PC 
micropipette puller (Sutter lnstruments, Hercules, CA) and gold coated 
using an Edwards S-150B sputter coater (Edwards High Vacuum, W est 
Sussex, UK). MS/MS analyses of the peptide-(55- 61) and its methyl-
ated forms were performed utilizing the same parameters of the MS 
instrument as above, using argon as the collision gas and a collision 
energy setting of 18 V. lnstrument contro! and data acquisition and 
processing were achieved using the MassLynx software (Micromass, 
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UK). The relative ratio of the monomethylated peptides was calculated 
as the ratio between the relative peak intensity of the monomethylated 
peptide (l-Me) and the relative peak intensity of the unmethylated 
(O-Me) plus the monomethylated peptide (O-Me + l-Me). Peptide rel-
ative intensity ratio = 1-Me/(0-Me + l-Me). 
Blot Overlay-Biot overlay experiments were performed essentially 
as previously described (8). Subconftuent HEK293 cells seeded on 100 
mm-diameter Petri dishes were transfected with pcDNA3HA, 
pcDNA3HA-PRMT6, or pcDNA3HA-NPM by the conventional cal-
cium phosphate procedure. Thirty-six hours later, the cells were washed 
with ice-cold phosphate-buffered saline and then harvested in 1 mi of 
ice-cold lysis buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCI, 0,1% Non.idet 
P-40) supplemented with protease inhibitors. Lysis was performed at 
4 ·c for 20 min. The lysates were then clarified by centrifugation and 
utilized as probes in the blot overlay experiments. Blot overlay mem-
branes were incubated with an a-HA primary antibody {Santa Cruz 
Biotechnology) and bound primary antibodies visualized by enhanced 
chemiluminescence. 
Co-immunoprecipitation-Subcontluent HEK293 cells were trans-
fected with the indicated vector as described above and immunoprecipi-
tation was performed as previously described (36). 
In \litro Methylation-ln vitro methyltransferase assay, electro-
phoresis, and fluorography of methylation reactions were carried out as 
previously described (31). 
In VivoMethylation-Subconfluent HEK293 cells seeded on 100m m 
diameter Petri dishes were transfected with the indicated vectors as 
described above. Protein synthesis inhibition and in vivo methylation 
were carried out as previously described (33). Cells were washed with 
ice-cold phosphate-buffered saline and then harvested and lysed in l mi 
ofice-cold lysis buffer {50 m M Tris, pH7.5,150 mM N aCl, 0,1% Nonidet 
P-40, l mM phenylmethylsulfonyl tluoride, 5 mM NaF, l m M Na3 V04) 
supplemented with protease inhibitors (Sigma). Celllysates were quan-
tified using a standard Bradford method and l mg incubated with 8 mg 
of a-HA primary antibody (Sigma) prebound to 50 ml of protein 
A-Sepharose (Amersham Biosciences). The beads were then washed 
three times in ice-cold lysis buffer. and the bound proteins were solubi-
lized bythe addition ofSDS sample buffer. Proteins were then separated 
by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. Western 
blot analyses were performed by standard procedures with an an ti-HA 
primary antibody (Sigma) and enhanced chemiluminescence visualiza-
tion. Radioactivity ([35S]methionine and methyl-3H) was visualized by 
tluorography; membranes were soaked in NAMP100 Amplify (Amer-
sham Biosciences), air dried, and ex:posed to ffims a t -80 ·c for two 
months. 
RESULTS 
HM GAla ls a Substrate ofPRMT6- HMGA1a protein is methylated 
at the leve) of severa] arginine residues (9, 11). Because methyltrans-
ferases responsible for this post-translational modilìcation were com-
pletely unknown. we decided to screen arginine methyltransferases for 
their ability to methylate HMGA1a. To this aim, pure recombinant 
HMGA1a protein, together with its isoform HMGAlb and the highly 
related HMGA2, were incubated with the different recombinant 
PRMTs in the presence of 3H-Iabeled S-adenosyl-L-methionine 
WH]AdoMet) as a methyl donor. Methylated proteins were separated 
by SDS-PAGE and visualized by fluorography. AU of the PRMTs 
(PRMTl, PRMT3, PRMT4. PRMT6, and PRMT7) that maintain their 
enzymatic activity as recombinant proteins were tested. Fig. l clearly 
shows that PRMT6 is the only arginine methyltransferase that is ab le to 
efficiently methylate HMGA1a and also the other HMGA proteins. 
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FIGURE 1. HMGA proteins ar•ln vitro methylated by PRMT6. Comparable amounts of 
human (h) and murine (m) recombinant HMGA proteins were incubated with the indl-
cated recombinant PRMTs in the presence of l'HJAdoMet. Proteins were separated by 
SDS-PAGE and methylated proteins visualized by fluorography (exposure time, 24 hl. For 
quantification purposes, the sa me amounts of recombinant proteins used in the meth-
ylation assay were separa t ed by SDS·PAGE and stained with Coomassie Blue stai n. GST-
GARand GST-PABPl were used as positive controls, whereas GSTis the negativecontrol. 
Molecular mass markers are indicated on the right. 
lnterestingly, PRMT6 has an exclusive nuclear localization. Among the 
other methyltransferases tested, only PRMTl and PRMT3 were able to 
weakly methylate HMGA2 (but not HMGAla and HMGA1b). Recom-
binant GST-GAR was included as a positive contro! for PRMTl. 
PRMT3, and PRMT6. whereas GST-PABP1 is the positive contro! for 
PRMT4 (31). The newly described PRMT7 (29. 30) was tested at a later 
stage, but did not display any activity on HMGA proteins (data not 
shown). 
PRMT6 Methy/ates Arg Residues within the Second AT-hook of 
HMGAla-Because PRMTs are able to methylate short peptide 
sequences (33, 37, 38), to ma p the region of HMGAla that is required 
for PRMT6 methylation, several HM GAla deletion mutants were used. 
In addition, because methylation of Arg25 has been previously reported 
to occur a t high levels in HM GAla, point-mutated HMGAlaR25A was 
included. In vitro methylation reactions were performed as described 
above. Only the deletion of the second A T -hook region of HMGA la 
(amino acids 52-79) is able to abolish methylation by PRMT6 (Fig. 2A, 
lane 6). Ali of the other deletion mutants that retain this regio n an d also 
the point mutant R25A. which maps within the fìrst AT-hook, are effi-
ciently methylated by PRMT6 as the wild-type protein. As cxpected, 
PRMTl did not display methylation activity on HMGAla (Fig. 2A). The 
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FIGURE 2. Deletlon analysis ol HMGA t a defines 
the arglnan.-thylated reglon. A, a series of 
recomb4nant HMGA 1 a deletion mutants and R25A 
polnt·mutated HMGA 1 a were incubated with 
PRMT6 and PRMT1 (negative control) in the pres· 
ence of [3 H]AdoMet. Proteins were separated by 
SDS.PAGE and methylated proteins visualized by 
fluorography (exposure time, 24 h). For quanti fica· 
tion purposes, the same amounts of recombinant 
proteins used in the methylatioo assay were sepa· 
rated by SDS.PAGE and stalned with Coomassie 
Blue stain. GST -GAR and GST were used as the pos· 
ltlve and negative contro!, respectively. Molecular 
mass markers are indicated oo the righi. 8, sche-
matic representation of the various HMGA 1 a 
forms used in the methylatioo assay. On the righi is 
indicated their ab41ity to be methylated by PRMT6. 
The dotfed box over the fìve forms points out the 
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same experiment was conducted also on HMGAlb deletion mutants 
with essentiaUy the same result (data not shown). 
Arf7 and Arf9 Are Both Methylated by PRMT6-To establish that 
PRMT6 can methylate the second AT -hook ofHMGA la (in the context of 
the full-length protein), we subjected HM GAla to an in vitw methylation 
assaywith recombinant PRMT6. This methylated HM GAla was then ana· 
lyzed by mass spectrometry to identify the modified arginine residue(s). 
Because this region contains four Arg residues, to precisely map the one(s) 
modified by PRMT6, an in vitro methylation time course of recombinant 
HM GAla was carried out at O, 4, and 32 h, respectively. HM GAla methyl-
ation was confirmed by LC-MS analyses as shown by the appearance in the 
reconstructed mass spectra of mono·, di·, and trimethylated forms of 
HM GAla (Fig. 3A). Both the 4- and th.e 32-h methylated HM GAla were 
high pressure liquid chromatography-purified and endoproteinase Lys·C· 
digested The LC-MS-digested map is reported in Fig. 38. In Fig. 3C, the 
relative ratio of monomethylated peptides is reported. The 4-h experiment 
gave only one methylated peptide-(55- 61), whereas the 32-h experiment 
gavc thl·ce mcthylatcd peptides (pcptide-(23- 30), -(55- 61), and -(82- 87)). 
The alignmcnt of the scquence of thcse pcptides (Fig. 38, right) shows that 
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they contain a similar arginine motif corresponding to the Arg-rich "core" 
domai n of the three A T -hooks. These data indicate that, in agreement with 
the precedingin vitro radiolabeling experiments (Fig. 2), PRMT6 ca n meth· 
ylate HMGAia at multiple sites but that the preferred site maps to 
peptide-(55- 61). 
In Fig. 4A, a MS spectrum obtained v.>ith a Q-TOF mass spectrometer 
shows that the peptide-(55-61) (seen as triple-charged ion [M + 3H]H ) 
can be either unmethylated (mlz 289.52), monomethylated (294.19), or 
dimethylated (298.86). By tandem mass spectrometry, we obtained typical 
band y ions for each of the three fom1S (Fig. 4B). O n this peptide, there are 
three potential methylation sites: Ar~5• Art"', and ~9• Because the b1 
(mlz 157.11) and the b2 (m/z 254.15) ions are the same for all ofthe three 
forn1S (un-, m ono-, and dimethylated) and no other signals are detected. we 
can conclude that A.r<f5 is never modifìed. Looking at the fragmentation 
ions obtained by the monomethylated form (mlz 294.19), Ar~ can be 
either unmethylated (b~ ion, mlz 205.62) or monomethylated (b3 ion, mlz 
212.64). Because the precursor ion corresponds to the monomethylated 
pcptidc-(55- 61), thc implication is that when Ari'7 is not moditìed. Ari'" 
must be methylated. This is contìnned from the y4 ions (m/z 457.26 and 
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A -o HMGAia: 101 4h mMGAla 1 1.~.200 IMGA ia: I IS-13. O. 
l UO IICIOO 
M (\llolccular Mlb,, Da] 
20 40 60 80 100 FIGURE 3. The lug-t"lch core motlf of the 
AT-hooks of HMGA 1• is methylat.cl by PRMT6. 
A, reconstructed mass spectra of recombinant 
HMGA 1 a in vitro methylated by PRMT6 forO, 4, and 
32 h, respectively. The various molecular mass val-
ues (Oo} for each peak are indicated in the spectra. 
B, Lys-c digestion map of the 32-h methylated 
HMGAla. The three peptides found methylated 
(peptide-(23-30}, -(55-61}, and -(82- 87}} are evi-
denced, and their sequences are aligned on the 
right side. C, histogram graphs showing a compar-
ison between the monomethylation degrees of 
the various peptides obtained after the 4- and 
32 -h in vitro methylation reactions an d l ys-c 
digestions. The degree of monomethylation is cal-
culated as a ratio between the intensity (relative 
intensity (%} in the mlz spectra} of the monom-
ethylated peak and the sum of the intensities of 
the unmethylated (O-Me) and the monomethyl-
ated (7-Me} peaks. 2-Me, dimethytated; J-Me, 
trimethylated. 
B 
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471.27), which indicate that Ari'9 can either be unmethylated or monom-
ethylated. fragmentation ions obtained from the dimethylated peptide 
(mlz 298.86) shows that Arg57 is found unmethylated (b3 ion, m/z 205.62) 
or dimethylated (b3 ion, mlz 219.65) but never monomethylated. Again, 
because Ari'5 is not modified. when Ari'7 is unmethylated, Ari'9 must be 
dimethylated. Indeed the y 4 ions (mlz 457.24 and 485.30) obtained from the 
fragmentation of the dimethylated 55- 61 fmm show that Ari'~ can solely 
be unmethylated or dimethylated. 
Therefore, MS/MS analysis indicates that both Arg~7 and Ar'lf9 ca n 
be methylated by PRMT6 but also that these two sites are mutually 
exclusive; once one of the two Arg is monomethylated, the addition of a 
second methyl group ca n only happen on the same residue. A scheme of 
the inferred methylation process is depicted in fig. 4C. 
MS/MS spectra of arginine-dimethylated peptides are often character-
ized by the presence of m h signals alising from the loss of peculiar neutra! 
fragments at the level of the methylated arginine (21). Depending on the 
symmetric or asymmetric nature of the dimethylation modification, it is 
possible to observe 70 or 45 Da neutra! loss, respectively. The presence 
of a neutra] loss of 45 Da, which corresponds to the loss of 
[NH(CH3h ]dimethylamine from the dimethylated peptide-(55-61) dur-
ing the MS/MS fragmentation, clearly indicates that PRMT6 catalyzes the 
formation of asymmetric w-N"-W-dimethylarginine (data not shown). 
T o confirm that Ar'lf7 and Arlf'9 are substrates of PRMT6, singlc point 
mutants HMGAlaR57A and HMGAlaR59A and the double mutant 





Ly~-c gcncrated pcpttde;. 
HMGAlaR57A,R59A were generated substituting arginine with alanine 
an d tested in in vitro methylation assays using PRMT6. fig. 5 clearly shows 
that the single point mutants are both methylated less efficiently than the 
wild type, whereas in the double mutant. the methylation is drastically 
reduced, thus confirming the identity of the modified residues. The faint 
residua! radioactivity incorporation observable in the HMGAlaR57 A, 
R59A mutant is likely due to methylation at the level of the first and third 
AT -hook. Indeed, these domains, as demonstrated by the mass spectrom-
etry data shown in Fig. 4C, are less efficiently methylated by PRMT6. 
HMGAla Associates with and Js in Vivo Methylated by PRMT6-
Certain PRMTs ha ve been shown to interact with their substrates (39, 40). 
T o demonstrate that HM GAla can associate in vitro with PRMT6, a blot 
overlay was employed using wild-type HM GAla along with severa! dele-
tion mutants. As can be seen in Fig. 6A, HA-tagged PRMT6 expressed in 
HEK293 cells is ab le to associate in vitro with wild-type HMGA1a as well as 
with the other deletion mutants that retain the second AT-hook. Con-
versely, HMGAla-(1-51), which has the second AT-hook removed, did 
not interact with PRMT6 (Fig. 6A, lane 5). HA-tagged NPM, a known 
interactor of HM GAla (8), an d the empty HA vector were used as positive 
and negative controls, respectively (fig. 6A). The sa me regio n therefore that 
is methylated by PRMT6 is also responsible for the association with this 
enzyme. 
T o determine whether HM GAla and PRMT6 interact in vivo, co-im-
munoprecipitation experiments were petformed. HEK293 cclls, which 
~ VOLUME281•NUMBER 7·FEBRUARY 17, 2006 
FIGURE 4. Arg57 and Arg5 9 are mutually udu-
slvely methylatecl by PRMT6. A, mass spectrum 
showing the m/z slgnals of the three precursor 
lons, corresponding t o the triple-<harged peptide-
(55-61) (unmethylated), -(55- 61) (l-Me, monom-
ethylated), and -(55-61 ) (2-Me, dimethylated) 
peptides selected for MS/MS analysis. 8, table 
reporting the band y series obtained in the MS/MS 
analyses. C, schematic representation of the 
HMGA 1 a domains and the mutually exclusive 
methylation on Arg57 and Arg59• N-ter, N terminus; 
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express high levels of HMGAla protein, were transfected with an HA-
tagged PRMT6 expressing vector, celllysates were immunoprecipitated 
with an u-HMGAl antibody, and subsequently the immunocomplexes 
were visualized with an a-HA antibody. As shown in Fig. 6C, PRMT6 asso-
ciates with HM GAla (lane 2). Complex formation was not detected in the 
absence ofPRMT6 overexpression (lane 4). As controls, celllysates were 
tested for the expression of HA-tagged PRMT6 (Fig. 6C, /anes l and 3, 
upper pane() and endogenous HM GAl (lanes l and 3, lowerpane(). Taken 
together, these results clearly demonstrate that PRMT6 and HMGAla 
physically associate bot h in vitro and in vivo, providing further support that 
PRMT6 can methylate HM GAla. 
To determine whether HMGAla is methylated ili vivo by PRMT6, 
HEK293 cells were transìently transfected with HA-tagged forms of 
PRMT6 and HMGA!a, and methylation was assessed by metabolic 
labeling with L-[methyl-3 H]methionine as previously described (41). 
The in vivo methylation assay was performed in the presence of trans-
lation inhibitors to ensure that the labeling was no t due to incorporation 
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~Acidic -terminal taiJ 
of methionine into newly synthesized proteins. HMGAla was immu-
noprecipitated, resolved by SDS-PAGE, an d visualized by fluorography. 
Fig. 7 shows that protein synthesis was inhibited (compare /anes l an d 2 
with /anes 4 an d 5, lower pane() and that both HA-tagged HM GAla an d 
PRMT6 were efficiently and specifìcally immunoprecipitated (upper 
pane[). As can be seen in Fig. 7, HM GAla is specifìcally methylated by 
PRMT6; in fa et, a band of the correct size is detectable only in PRMT6-
transfected cells (Fig. 7, lane 11, lower pane[) and no t in cells transfected 
\Vith the empty vector. The band below 20 kDa, detected in /anes 7 and 
lO, which appears methylated, very likely corresponds to histones. 
DISCUSSION 
In this report, we have identified HMGAla as an in vivo cellular 
substrate of PRMT6 and mapped the methylated residues. PRMT6 is a 
nove( arginine methyltransferase that was recently discovered by data 
base screening (31). It appears to be unique among thc other type I 
PRMT and, in fact, is the onJy o neto display automethylating abilities. A 
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FIGURE 5. The double point mutllnt HMGA 1aR57 A,R59A is not methylated by 
PRMT6.A, wild·type HMGA1a, R57A, R59A, and R57A,R59A point·mutated forms were 
incubated with PRMT6 and PRMTl (used as a negative contro!) in the presence of 
[
3H]AdoMet. Proteins were separated by SDS-PAGE and methylated proteins visualized 
by fluorography (exposure ti me, 24 h). For quantification purposes, the sa me amounts of 
recombinant proteins used in the methylation assay were separated by SDS-PAGE and 
stained with Coomassie Blue sta in. GST -{;AR and GST were used as the positive an d 
negative contro!, respectively. Molecular mass markers are indicated on the righr. 
8, schematic representation of the various HMGA 1 a mutants used in the methylation 
assay. On the right is indica t ed their ability t o be methylated by PAMT6. wr, wild type. 
PRMT6 orthologue has been identitìed in fJSh, where expression is seen 
predominantly in the bra in (42). Similar to PRMT4, PRMT6 displays an 
ex:clusive nuclear localization (when e x:pressed as GFP fusion proteins) 
(31). Recently, the HIV tt'ansactivator protein Tat was identitìed as a 
substrate of PRMT6. Tat methylation, occurring in the Arg-rich trans-
activating domain, negatively regulates its transactivation activity and 
restricts HIV replication, thus demonstrating a role for PRMT6 in tran-
scriptional regulation (32). Here we found that PRMT6 methylates 
HM GAla principally in the second AT -hook, a t Arg57 and Art9 and to 
a !esser ex:tent in the third AT -hook (at Arg83 and Art'5, data not 
shown) an d a t a very low leve l in the first A T -hook. Interestingly, if w e 
compare the sequence of the peptides found methylated in HMGAla, 
we see that ali of them share a core sequence constituted by Arg-Giy-
Arg-Pro. The third AT-hook is more similar to the second, because 
there is a Pro and a Lys flankingthe core sequence ofboth; therefore, the 
symmetrical sequence Pro-Arg-Giy-Arg-Pro seems to be the motif rec-
ognized in HMGA la, even though addition flanking residucs account 
for the preferencc for the second AT -hook. Of note, mass spectrometry 
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FIGURE 6. HMGA1a and PRMT6 assodate both in vitro and in vivo. A, HMGA2, 
HMGA1 b, HMGA1a, and a series of HMGA1a deletion mutants (fragments 1-79, 1-51, 
34- 106,45-106, and 45- 75) were SDS-PAGE-separated and transferred to polyvinyli-
dene dilluoride membranes. Blot overlay experiments were then perforrned, incubating 
the membranes with celi lysates obtained from HEK293 cells transfected with 
pcDNA3HA-PRMT6, pcDNA3HA-NPM, and pcDNA3HA vectors, respectively. HA-tagged 
proteins, bound to immobilized HMGA proteins, were detected by u-HA antibody. For 
quantification purposes,a Ponceau stained membrane is shown. 8, schematic represen-
tation of the various HMGA 1 a forms used in the blot overlay assay. On the right is indi-
ca t ed their ability to bind to PRMT6. The dotted box over the six forms points out the 
protein-protein interaction region throughout which HMGA1a binds PRMT6. wt. wild 
type. C, lysates from HEK293 cells transfected with pcDNA3HA-PAMT6 (lane 2) or with the 
empty vector pcDNA3HA (lane 4) were immunoprecipitated with a·HMGA 1 a antibody. 
The immunoprecipitates (/P) were analyzed by Western blot (W8) with an a-HA antibody 
or an a-HMGA 1 a antibody. Totallysate used in the immunoprecipitation experiments 
(lnput) was controlled for the amount of HA-PRMT6 and HMGA 1 a (lanes l and 3). 
data show tl"tat, within this sequence, only one Arg is found methylated 
(either mono- or dimethylated). Therefore, PRMT6 methylates Arg 
preceding a Gly independently on the orientation. This methylated 
sequence fits with the generai consensus (F/G)GGRGG(G/F) suggested 
for the majority of type l PRMTs, with only the underlined Arg an d Gly 
residues found in ali methylated sites, and is most similar to the RGRG 
and PRG repeats methylated by PRMTl (31). PRMT6 seems to be highly 
selective, having the ability to discriminate between subtle variations of 
the sequence surrounding the RG residues within HMGAl AT-hook 
sequences. AU three AT -hooks are highly conserved among the HMGA 
family, thus ex:plaining why PRMT6 was able to methylate HMGAlb 
and the highly related HMGA2 in addition to HMGA!a. Furthermore, 
mass spectrometry data contìrm the PRMT6 belonging to the type l 
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FIGURE 7. HMGA la is in 11i11o methylllted by PRMT6. HEK293 cells were transiently transfected to express the indicated proteins (HA-PRMT6 and HA-HMGA 1 a), treated with protein 
synthesis inhibitors cycloheximide and chloramphenical (Cyc/CM, and methylated proteins were labeled in vi110(using methyi-'H Met). lmmunoprecipitations were carried out with 
a-HA antibody (a-HA) or with apre-immune serum (PRE), and immunoprecipitated proteins were 505-PAGE-analyzed, transferredonto nitrocellulose membra n es, and visualized by 
Western blot using an a-HA an ti body (right, upper side) and by fluorography (right,lower side) to detect 3H-Iabeled proteins. Totallysates (Jnput) were analyzed in para Ilei to verify the 
expression of the HA-tagged proteins.ln the Jeft part of the figure, a para Ilei contro! experiment is shown. HEK293 cells, expressing both HA-PRMT6 and HA-HMGA l a, were incubated 
with l"SJMet in the presence or absence of protein synthesis inhibitors to verify the p rotei n synthesis inhibition. Bands detected in Janes 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11, and 12 of the Western blot 
at - 26 kDa and just below 47 kDa conespond to the light and heavy chains, respectively, of the immunoglobulins used in the immunoprecipitation. 
PRMT family, because it catalyzed the asymmetrical dimethylation of 
HM GAla. 
Arr}-5, localized within the first AT-hook of HMGAla, has been 
shown to be a major site of modification in tumor cells (11), but other 
Arg residues, in addition to those reported in this paper, have been 
found methylated in vivo (9, 10}. In this study, we were unableto identify 
other PRMTs, except PRMT6, that modify HM GAla protein. l t is pos-
sible that a tissue-specific (or tumor-specitìc) factor could regulate the 
activity of a PRMT to facilitate HMGAla methylation. Alternatively, 
there may be an HMGA code that requires an initiating PTM (such as 
phosphorylation or acetylation) that then facilitates subsequent argi-
nine methylation. 
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Ali three AT-hooks ofHMGAla protein are involved in DNA inter-
action. Ali of them, in fact, are engaged a t the sa me ti me when multiple 
stretches of AT bases are present in the DNA. In the absence oflong AT 
run, it is the second AT -hook that has the highest affinity for DNA and 
that is engaged in DNA binding, either alone or in combination with the 
first or the second, depending on the DNA target (43, 44}. NMR data 
obtained using a truncated HMGAla form containing the second and 
third AT -hooks and a DNA target showed that the centrai Arg-Giy-Arg 
motif is engaged in interactions with both the DNA backbone and its 
bases establishing extensive hydrophobic and polar contacts (45}. Here 
we report that the core of thc second A T -hook ca n be subjected to PTM 
that can potentially modify its affinity for DNA. 
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As mentioned, HMGA proteins not only interact with DNA but also 
with different nuclear proteins, including transcription factors (6, 8). 
The regio n where most of the interactions ha ve been rnapped includes 
the second AT -hook (6, 8); the possibility exists therefore that this mod-
ification can alter protein-protein interaction as well. 
PTMs mapping within this region (phosphorylation by p34/cdc2 at 
Thr52 and Thr77 an d acetylation by p300/CBP and PCAF /GCNS atLysM 
and Lys70, respectively) have already been shown to alter HM GAl func-
tions (15, 17, 19, 44). A possibility exists that either methylation per se 
could alter HM GAla protein-DNA and/or protein-protein interaction 
or could participate in the interplay of PTM as has been shown for the 
methylation of histones. In the case of histone, PTMs are mechanisti-
cally linked, and different combinations of acetylation, phosphorylation, 
and monoubiquitination regulate chromatin structure and transcrip-
tion by stimulating or inhibiting the binding of specific proteins (46). 
PTMs can have a profound impact on HMGAl function affecting its 
biological effect. lndeed, it has been shown that acetylation of Lys5Y in 
HMGAlb (which corresponds to Lys70 of the isoform HMGAla) was 
required for HMGAlb-induced apoptosis in norma! rat thyroid cells 
(47). Arginine methylation in HMGAla has been found to correlate 
with apoptosis and tumor progression (10, 11). It is therefore possible 
that this PTM can play a direct role in modulating the HM GAla func-
tion in these two processes. 
Arginine methylation is an emerging regulator of protein function; 
however, the practical consequences of this modification and its mode 
of regulation remain largely unknown. The fìnding, reported in this 
paper that the recently described PRMT6 associates with and in vivo 
methylates the HMGAla protein, suggests a possible pathway for this 
PRMT, placing it in the highly connected network of chromatin pro-
teins involved both in differentiation and neoplastic transformation. 
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AB STRA CT 
High Mobility Group A (HMGA) is a family of 
architectural nuclear factors which play an 
important role in neoplastic transformation. 
HMGA proteins are multifunctional factors that 
associate both with DNA and nuclear proteins that 
have been involved in several nuclear processes 
including transcription. HMGA localization is 
exclusively nuclear but, to date, the mechanism 
of nuclear import for these proteins remains 
unknown. Here, we report the identification and 
characterization of a nuclear localization signal 
(NLS} for HMGA2, a member of the HMGA family. 
The NLS overlaps with the second of the three 
AT -hooks, the DNA-binding domains characteristic 
for this group of proteina. The functionality of 
this NLS was demonstrated by its ability to target 
a heterologous p-galactosidase/green fluorescent 
protein fusion protein to the nucleus. Mutations 
to alanine of basic residues within the second 
AT-hook resulted in inhibition of HMGA2 nuclear 
localization and impairment of its function in 
activating the cyclin A promoter. In addition, 
HMGA2 was shown to directly interact with the 
nuclear import receptor importin-cx2 via the second 
AT ·hook. HMGA proteins are overexpressed and 
rearranged in a variety of tumors; our findings can 
thus help elucidating their role in neoplastic 
transformation. 
INTRODUCTION 
The High Mobility Group A (HMGA!a, HMGAlb 
and HMGA2) are non-histone chromatin proteins 
which participate in a variety of cellular processes, 
including gene transcription, integration of retroviruses 
into chromatin, induction of neoplastic transformation 
and promotion of metastatic progression (l). 
HMGAia and HMGAlb. together referred to as 
HM GAl, result from alternative splicing of the same 
gene and differ for an internai region of Il amino acids 
(2), while the highly homologous HMGA2 derives from 
a different but related gene (3). 
The expression leve! of HMGA is maximal during 
embryonic development but is low in fully differentiated 
cells (l). Consistent with a role in proliferation and 
differentiation, homozygous mutations in the Hmga2 
gene result in the pygmy or 'mini-mouse' phenotype (4), 
while haploinsufficiency ofthe Hmgal gene causes cardiac 
hypertrophy and myelo-lymphoproliferative disorders 
in mice (5). In addition, lack of HMGAI causes insulin 
resistance and diabetes in humans and mice (6). 
In severa} human tumor cells. the HMGAI protein 
level is high and correlates with the increasing degree 
of malignancy or metastatic potential, suggesting its 
use as a molecular marker for malignancy (l). HMGA2 
expression is more restricted and was reported to 
localize to the invasive front of carcinomas, where 
cells exhibit epithelial-mesenchymal transition (7). 
Indeed, it has been recently reported that transforming 
growth factor-~ employs HMGA2 to elicit epithelial-
mesenchymal transition (8). Of additional interest, 
rearrangements of the HMGA2 gene resulting in loss 
of the acidic C-terminai tail. bave been frequently 
detected m benign human tumors, mostly of 
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mesenchymal ongm (9). Direct evidence for a role 
played by HMGA proteins in neoplastic transformation 
is given by overexpression of HMGA proteins, which 
was shown to promote a transformed phenotype in 
different cell lines, and by transgenic mice overexpres-
sing HMGA which develop tumors (l,lO,II). Recently, 
a nove! role for HMGA in cellular senescence has been 
reported, adding more complexity to the functions 
played by this group of proteins (12). 
HMGA proteins consist of about 100 amino acid 
residues and are characterized by the presence of 
three DNA-binding domains called 'AT-hooks', which 
preferentially bind to the narrow minor groove of AT-rich 
DNA sequences. Because of their intrinsic flexibility, 
HMGA proteins participate in specific protein-DNA and 
protein-protein interactions inducing both structural 
changes in chromatin and formation of stereospecific 
high-order complexes called 'enhanceosomes' on the 
promoterfenhancer DNA sequences, regulating expression 
of a large number of mammalian genes (l, 13). One of the 
best-studied mechanisms of gene regulation in 
which HMGAl has been involved in is that of the 
interferon-P gene (IFN-P) (14). HMGA2 instead 
has been reported to associate with the transcriptional 
repressor p120E4F and to activate the cyclin A gene 
(15) and more recently to interact with pRB inducing 
E2F1 activity playing a crucial role in pituitary 
tumorigenesis ( 16). 
Even though HMGA are considered impot1ant nodes in 
the chromatin protein network, the precise mechanisms of 
nuclear import for these proteins remain unknown. 
To determine the mechanism of nuclear import for 
HMGA proteins, we used a deletion mutagenesis 
approach on HMGA2 and identified a NLS corres-
ponding to the second AT-hook of the protein. 
Expression of this sequence in fusion with a heterologous 
P-galactosidase (~-gal) and green fluorescent protein 
(GFP) efficiently directs nuclear targeting, thereby demon-
strating functionality of this NLS. Point mutations of the 
basic residues within the NLS, in the context of fulllength 
protein, strongly inhibit HMGA2 nuclear localization and 
the ability to activate the cyclin A, a known HMGA2 
target gene (15). Moreover, since the region identified is 
identica! in all HMGA proteins, these results can be 
expected to be extended to the entire HMGA family. Our 
data provide the first reported mechanism of nuclear 
import for a HMGA protein and might help in finding 
strategies able to interfere with the nuclear localization 
and function of these proteins. 
MATERIALS ANO METHODS 
Cells, tissue culture and drug treatments 
NIH-3T3 (Mouse fibroblast), CHO (Chinese hamster 
ovary), HeLa (human cervical carcinoma) and 293 
(human embryonic kidney) cell lines were grown in 
Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented with 
fetal calf serum (10%), L-glutammine (4mM), penicillin 
(lOOunits/ml) and streptomycin (100 ~g/ml) at 37oc in 5% 
C02 atmosphere. Ratjadone C (Alexis Corporation, 
Lausen, Switzerland) treatment was performed for 6 h 
a t a fina! concentration of 5 ng/ml. Ratjadone C is an 
analogue of the nuclear export inhibitor leptomycin B. 
Plasmid constructs 
Plasmids expressing the wild-type and C-terminai deletion 
mutants of the human HMGA2 protein in fusion with 
~-gal and GFP, were generated via PCR using pcDNA3 
HMGA2 (15) as template and the primers (carrying 
the restriction site, underlined, indicated in brackets) 
summarized in Table l. Plasmids pHM829 HMGA2, 
pHM829 HMGA2 l-83, pHM829 HMGA2 1-73 and 
pHM829 HMGA2 l-54 were created using as upstream 
primer the A2_109up oligonucleotide and, as downstream, 
the primers A2_109dw, A2_83dw, A2_73dw and A2_54dw 
respectively. Plasmid pHM829 HMGA2 1-43 was 
obtained with A2_ 43up and A2_ 43dw primers. PCR 
products were digested with the appropriate restriction 
enzymes and ligated in t o the pHM829 plasmid ( 17), a kind 
gift of Dr. T. Stamminger. 
Plasmid pEGFP HMGA2 was generated by PCR with 
pcDNA3 HMGA2 as a template. and the primers 
A2EGFP _up and A2EGFP _dw (see Table 1). Primers 
were designed to incorporate a 5' Hind III site and a 
3' Bam Hl site (underlined) into the PCR product, for 
subsequent restriction and ligation into the pEGFP-N1 
plasmid (C1ontech Laboratories, Palo Alto, CA). 
Plasmid pcDNA3HA TrxA2-45/53 was created by 
cloning into the Rsr II si te of pcDNA3HA Trx plasmid 
(15), carrying the E. coli thioredoxin ORF, the A2_ 45/53s 
and A2_ 45/53as oligonucleotides (see Table l), which were 
phosphorylated and annealed; plasmid pcDNA3HA 
TrxA2-45/63 was created in the same way using the 
A2_ 45/63s and A2_ 45/63as oligonucleotides. Plasmids 
pHM829 TRX, pHM829 TRXA2-45/63 and pHM829 
TRXA2-45/53 were created via PCR using as template 
the pcDNA3HATrx, pcDNA3HATrxA2-45/63 and 
pcDNA3HATrxA2-45/53 plasmids respectively, and 
the TRXup and TRXdw primers summarized in 
Table l. Plasmid pGFP-HDAC4 was a kind gift from 
Dr. C. Brancolini, plasmid pGEX3X-Pendulin (importin-
a2) was supplied by Dr B. Birshtein, plasmid pGEX4Tl 
importin-~ was supplied by Dr l. Mattaj. Plasmid 
pGL2CycAwt was previously described (15). 
Site-directed mutagenesis 
Plasmids pEGFP-HMGA2mS2 (K46A/R47A), 
pEGFP-HMGA2mS3 (K46A/R47A/R49A), pEGFP-
HMGA2mS4 (K46A/R47A/R49A/R51A), pEGFP-
HMGA2mS5 (K46A/R47A/R49A/R51A/K53A) and 
pEGFP-HMGA2mT6 (K74A/R75A/R77A/R79A/R81A/ 
K82A) were obtained using the QuikChange site-directed 
mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA). The mutagen-
esis reaction was performed following the manufacturer's 
protocol using as template the pEGFP HMGA2 plasmid 
for pEGFP-HMGA2mS2, the pEGFP-HMGA2mS2 
for pEGFP-HMGA2mS3, the pEGFP-HMGA2mS3 for 
pEGFP-HMGA2mS4, the pEGFP-HMGA2mS4 for 
pEGFP-HMGA2mS5. 
Table l. Name and sequence of oligonucleotides used in this work 
Oligo name Oligo sequence 
A2EGFPup 5'-GAT TAC GCT MG CTI A TG AGC 
GCA-3'(Hùu/III) 
A2EGFPdw 5'-GAC CGG TGG GGA TCC GTC CTC TIC 
G-3' (Bam Hl) 
A2_109up 5'-GAT TAC Gcr QCf AGC ATG AGC GCA-3' (Nhe l) 
A2_109dw 5'-GAC CGG TGG TCT AGA GTC CTC TIC G-3' 
(Xba l) 
A2_83dw 5'-MC AAC TIG ICI AGA CCA ITT CCT AG-3' 
(Xba I) 
A2_73dw 5'-GCC ICI IGG ICI AGA TIC ICC AGI GG-3' 
(Xba I) 
A2_54dw 5'-GGA CIC TIG TIT CTA GAG CCI TIG GGT 
C-3' (Xba I) 
A2_ 43up S'CIC GAG CTC CCG CGG AIG AGC GCA-3' (Sac Il) 
A2_43dw 5'-GAC CGG IGG ICI AGA GGG CTC ACC-3' 
(Xba l) 
A2_45/53s 5'-GIC CGC CIA AGA GAC CCA GGG GAA GAC 
CCA MG CCG-3' 
A2_45/53as 5'-GAC CGG CTT IGG GIC TIC CCC TGG GIC 
ICI T AG GCG-3' 
A2_45/63s 5'-GIC CGC CTA AGA GAC CCA GGG GM GAC 
CCA AAG GCA GCA AAA ACA AGA GIC CCI 
CIA MG CAG CCG-3' 
A2_45/63as 5'-GAC CGG CIG CTT IAG AGG GAC ICI IGI 
ITT TGC IGC CTT TGG GIC TIC CCC TGG GIC 
ICI I AG GCG -3' 
IRXup 5'-TCA ATG CTA GCG CCA CCA IGG GCG AIA-
3' (Nhe l) 
IRXdw 5'-IGA TIC CGC GGC TII CCA AGI CGG TIC 
A I-3' (Sac Il) 
A2_mS2up 5'-GGI GAG CCC ICI CCI GCC GCA CCC AGG 
GGA AGA CCC-3' 
A2_mS2dw 5'GGG ICI ICC CCT GGG IGC GGC AGG AGA 
GGG CIC ACC-3' 
A2_mS3up 5'-CCI GCC GCA CCC GCG GGA AGA CCC AAA 
GG-3' 
A2_mS3dw 5'-CCI TIG GGI CTI CCC GCG GGI GCG GCA 
GG-3' 
A2_mS4up 5'-CGC ACC CGC GGG AGC ACC CM AGG CAG 
C-3' 
A2_mS4dw 5'-GCI GCC ITI GGG IGC ICC CGC GGG IGC 
G-3' 
A2_mS5up 5'-CGC GGG AGC ACC CGC AGG CAG CM AM 
CAA-3' 
A2_mS5dw 5'-TIG ITT TIG CTG CCI GCG GGT GCT CCC 
GCG-3' 
A2_mT2up 5'-GCA GM GCC ACI GGA GM GCC GCG CCA 
AGA GCC AGA CCT AGG-3' 
A2_mT2dw 5'-CCT AGG ICI GCC ICI IGG CGC GGC TIC 
TCC AGI GGC TIC IGC-3' 
A2_mi3up 5'-AGA AGC CGC GCC AGC AGG CAG ACC IAG 
GA-3' 
A2_mi3dw 5'-ICC TAG GIC IGC CIG CIG GCG CGG CTT 
CT-3' 
A2_mi5up 5'-CGC CAG CAG GCA GAC CIG CCG CAI GGC 
CAC AAC MG TIG TIC AG-3' 
A2_mi5dw 5'-CIG AAC AAC TIG IIG IGG CCA IGC GGC 
AGG ICI GCC IGC IGG CG-3' 
A2_mi6up 5'-CGC CAG CAG GCG CAC CIG CCG CA I GG-3' 
A2_mi6dw 5'-CCA TGC GGC AGG IGC GCC IGC IGG CG-3' 
Primers used in this work, as indicated in materia! and methods. 
The underlined sequences indicate the restriction site of the enzyme 
reported in brackets. 
Plasmid pEGFP-HMGA2mT6 comes from subsequent 
site-directed mutagenesis steps of lysine and arginine 
residues to alanine: pEGFP-HMGA2mT2 (K74A/R75A), 
pEGFP-HMGA2mT3 (K74A/R75A/R77A) and 
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pEGFP-HMGA2mT5 (K 74A/R 75A/R 77 A/R81A/ 
K82A). Mutagenesis products were obtained as follows: 
HMGA2 mS2 using primer A2_mS2up and primer 
A2_mS2dw; HMGA2 mS3 using A2_mS3up and 
A2_mS3dw; HMGA2 mS4 using A2_mS4up and 
A2_mS4dw; HMGA2 mS5 using A2_mS5up and 
A2_mS5dw; HMGA2 mT2 using A2_mT2up and 
A2_mT2dw; HMGA2 mT3 using A2_mT3up and 
A2_mT3dw; HMGA2 mT5 using A2_mT5up and 
A2_mT5dw; HMGA2 mT6 using A2_mT6up and 
A2_mT6dw, respectively (see Table 1). Nucleotide 
sequence of each construct was verified by automated 
sequencing. 
Transfectioos and luclferase assays 
Transfections by the standard calcium phosphate 
precipitation method and reporter gene assays were 
performed essentially as previously described (15). Cells 
were plated at a density of 0.5 x 106 cells per 60-mm 
diameter culture dish and processed 24 h after removal 
of the precipitates. For luciferase assay, cells were 
transfected with l J.lg of the CycA reporter construct 
(pGL2CycAwt) and 3J.1g of the pEGFP HMGA2 wt, 
pEGFP-HMGA2mS5 and pEGFP-HMGA2mT6 vectors 
respectively. 0.1 J.lg of pRL-CMV Renilla luciferase 
expression vector (Promega Corporation, Madison, Wl) 
was included to normalize for transfection efficiencies. The 
assay was performed using the dual-luciferase reporter 
assay system (Promega) according to manufacturer's 
instructions. Luciferase activity was assayed on a Lumat 
LB 9501 Luminometer (Berthold, Bad Wildbad, 
Germany). For celi imaging, cells were transfected with 
4 J.lg of the indicated plasmid. 
Confocal microscopy and imaging 
For celi imaging, cells grown onto coverslips were washed 
twice in PBS, fixed in ice cold 3% paraformaldehyde 
in PBS at room temperature for 20min, treated with 
lOOmM glycine in PBS for 5min at room temperature, 
permeabilized with 0.5% Triton X-100 in PBS for 5min 
at room temperature, then washed twice in PBS. Nuclei 
were stained with propidium iodide at a final concentra-
tion of 5 J.lg/ml in PBS containing 400 J.lg/ml RNAse A 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), for 20 min a t 37°C. 
Coverslips were finally washed extensively with PBS and 
mounted onto glass slides with Mowiol (pH = 8.5) 
solution. Cells were imaged with a Leica TCS SP micro-
scope with a 488-543 nm Argon laser. Fluorescence 
relative intensity was quantitated by analyzing acquired 
TIFF-format images with the ImageJ software (version 
1.36); at least one hundred cells from each different 
experiment were subjected to quantitation analysis. 
Western blot analysis 
Sixteen hours after removal of the precipitates. transfected 
cells were washed twice with ice cold PBS, harvested 
from the plates and transferred to Eppendorf tubes, 
then lysed in 62 mM Tris (pH = 6.8), 2% SDS, 
5% beta-mercaptoethanol, IO% glycerol, l mM phenyl-
methylsulfonyl fluoride, and protease inhibitors (Sigma) 
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lysis buffer. The lysates were then clarifìed by centrifuga-
tion and resolved by sodium dodecyl sulfate polyacryla-
mide-gel electrophoresis (SDS-PAGE). Proteins were 
transferred from the gel to a nitrocellulose membrane 
using the Multiphor II semi-dry transfer apparatus 
(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). Membranes 
were blocked at room temperature with 5% non-fat milk 
powder in PBS (p H = 7.4) and 0.1% Tween-20 before 
incubating overnight at 4°C with polyclonal rabbit anti-
GFP primary antibody (a kind gift from Dr. C. 
Brancolini) or polyclonal rabbit anti HMGA2 primary 
antibody (15). Membranes were then washed extensively 
with PBS and O. l% Tween-20, and incubated for 2 h 
at room temperature with horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit secondary antibody (Sigma). 
Finally, membranes were washed extensively as 
described above, and processed using the SuperSignal 
West Femto chemiluminescence substrate (Pierce 
Biotechnology, Rockford, IL) following the manufac-
turer's protocol. 
In ,itro translation (IVT) and GST pull-down assay 
IVT of wild-type and deletion mutants of the human 
HMGA2 protein were perfonned using the TnT-coupled 
Transcription and Translalion kit (Promega) with e5S]methionine (NEN Life Science, Boston, MA), accord-
ing to manufacturer's instructions. 
Expression and purification of recombinant GST fusion 
proteins were carried out with standard protocols. 
GST-pull-down assays were performed. essentially as 
previously described (15), by incubating 51lg of recombi-
nant GST importin-cx2, GST importin-~ and GST proteins 
bound to beads with IO Jll of the in vitro translated 
proteins in 200 Ili of binding buffer (25 mM HEPES pH 
7.9, 50 m M N aCl , l m M DTT, 0.0 l% NP-40). After 2 h of 
incubation at room temperature, the protein-bound beads 
were washed twice in complete binding buffer (binding 
buffer plus 0.25% BSA) and twice in binding buffer 
without BSA. The bound proteins were then eluted and 
analyzed by SDS-PAGE (T = 8%) and autoradiography. 
RESUL TS ANO DISCUSSI ON 
Basic residues within the second A T -hook are necessary 
for nuclear localization 
To identify regions of HMGA2 that could serve as 
a nuclear localization signa] (NLS), we perf01med deletion 
mutagenesis analysis using a previously described in vil•o 
assay designed specifìcally for the identification of 
NLSs (17). We generated four deletion mutants of the 
human HMGA2 removing progressively sequences from 
the C-terminai tail. These HMGA2 fragments result 
simultaneously fused at the N-terminai to ~-galactosidase 
(~-gal) and at the C-terminai to green ftuorescent 
protein (GFP) (Figure lA). This system is particularly 
advantageous since it adds bulk (~-gal contributes with 
86.kDa) preventing passive diffusion through the nuclear 
pore, since small GFP fusion proteins could be subjected 
to passive diffusion through nuclear pores and lo 
proteolytic degradation. The different constructs were 
A Locellzatlon 
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Figure l. ldentitìcation of HMGA2 nuclear localization signa! by 
deletion mutagenesis. (A) Schematic representation of HMGA2 deletion 
mulanls; each delelion mutanl is fused to fl-gal at the N-terminus, and 
to GFP al the C-terminus. Summary of inlracellular localization is 
indicated al the right. (B) NIH-JD cells were transfected with HMGA2 
delelion mulants constructs, and fusion proteins were visuulized by 
confocal laser microscopy. Propidium iodide (Pl) staining of lhe same 
nuclei is shown. At least one hundred cells per transfeclion were 
analyzed in three different experimenls. Bars, IO jlm. (C) Western blot 
analysis perfonned with an anti-GFP anlibody. 
transiently transfected in NTH-3T3 cells and subcellular 
Jocalization was monitored by laser confocal microscopy. 
As depicted in Figure l B, full-length HMGA2 fusion 
protein (HMGA2 l-109) accumulates exclusively into 
the nucleus and is mostly Jocalized into the Jarge 
heterochromatinic regions which can be positively stained 
with 4'-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (data not 
shown). This intranuclear distribution appears very 
similar to that described for HMGA proteins and to 
that obtained by staining the endogenous HMGA2 
protein with anti-HMGA2 specific antibodies (18,19 and 
data not shown). 
Deletion of regions from the C-terminus tail that retain 
the second AT-hook (HMGA2 1-83, HMGA2 1-73, 
HMGA2 1-54) show an exclusive nuclear localization, 
as the full-length HMGA2 1-109 does, while the removal 
of the second AT-hook (HMGA2 1-43) results in 
a cytoplasmic localization of the fusion protein, as for 
the empty ~-gai/GFP vector (Figure 18). As shown in 
Figure IC, ali the fusion proteins show the expected 
molecular weight. Experiments were perforrned with NIH-
3T3 cells but sirnilar results were obtained with HeLa and 
293 cells (data not shown). 
With the deletion mutagenesis analysis, we restricted the 
NLS to an Il amino acid region corresponding to the 
second AT-hook. HMGA2 has three AT-hooks which are 
highly conserved among HMGA proteins and which allow 
them to interact with the minor groove of AT-rich DNA 
sequences. Interestingly, even though their sequence is 
very similar, the first an d the third A T -hook do no t seem 
to be involved in nuclear localization since the removal of 
the third (construct HMGA2 1-73) does not prevent 
nuclear localization while the presence of the first 
(construct HMGA2 1-43) is not sufficient (Figure 18). 
NLSs are often characterized by clusters of basic amino 
acid residues, in particular the classica( monopartite NLS 
is composed of a single cluster of basic residues (20). 
Within the second AT-hook there are five basic residues 
that could potentially serve as a monopartite NLS. To 
better define the NLS, we generated EGFP fusion 
constructs (HMGA2 mS2-EGFP, HMGA2 mS3-EGFP, 
HMGA2 mS4-EGFP and HMGA2 mS5-EGFP) in which 
we progressively mutated these basic residues to alanine 
and tested them for cellular localization (Figure 2). 
A construct with ali the six basic residues of the third 
AT-hook converted to alanine (HMGA2 mT6-EGFP) was 
also included as control. As shown in Figure 28, the 
mutation of the first two basic residues (K46, R47) 
to alanines (HMGA2 mS2-EGFP) disrupts norma( sub-
cellular localization, since a cytoplasmic fluorescence can 
be detected. To better quantify the inftuence of the 
mutated residues in nuclear localization, the ratio between 
nuclear and cytoplasmatic fluorescence was quantified 
with a digitai software analysis system. Figure 28 and C 
show that progressive mutation of basic residues within 
the second AT-hook leads to an increase in cytoplasmatic 
fluorescence which is, with HMGA2 mS5-EGFP. compar-
able to that of the empty vector. Ditferently, the construct 
with ali six basic residues of the third AT-hook mutated 
to alanines (HMGA2 mT6-EGFP) displays the same 
nuclear localization of wild type HMGA2. As shown in 
Figure 20, mutations within the basic residues do not 
atfect the integrity of the fusion proteins. To further 
confirm these results, the HMGA2 sequences of 
HMGA2 mS5 and HMGA2 mT6 were cloned in fusion 
with ~gal and GFP, as described above. Results did 
confirm complete nuclear localization for HMGA2 
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mT6 and cytoplasmatic localization for HMGA2 mS5 
(data not shown). 
The second AT -book (amiooacid residues 45-53) is necessary 
and sufficieot for ouclear localizatioo 
To directly test the second AT-hook for NLS function-
ality, we generated expression constructs (TrxA2 45-63 
and TrxA2 45-53) in which the regions from amino acid 45 
to 63 and 45 to 53 were inserted within the active site of 
the E. coli thioredoxin (Trx), flanked at the N-terminus 
with ~-gal and at the C-terrninus with GFP (Figure 3A). 
Trx is largely used as scatfold since it provides conforma-
tional constraint and stability to short peptide sequences 
( 15). These constructs were transiently transfected in NJH-
3T3 cel1s and both showed an exclusive nuclear localiza-
tion in contrast with the empty vector containing Trx 
which localized into the cytoplasm (Figure 38). 
The integrity of the expressed proteins was controlled 
by Western blot, as shown in Figure 3C. 
These experiments do demonstrate that the second 
A T -hook, in particular the regio n from amino acid 45 t o 
53, is necessary and sufficient to drive nuclear localization. 
This region is highly conserved in HMGA2 proteins 
of ditferent species and it is also conserved in the other 
HMGA proteins - HMGAla and HMGAib- ofdifferent 
species (Figure 30). Interestingly, our findings imply also 
a nuclear localization for HMGA le, a less abundant 
and poorly characterized splice variant of HMGAI 
whose sequence retains the fìrst two A T -hooks and 
whose C-terminus diftèrs completely from the other 
two isoforms HM GAla and HM GAl b (21). W e therefore 
believe that our results can be applied to the entire 
HMGA family and to different species of vertebrates. 
In addition, despite the presence of severa) other basic 
residues within the HMGA2 sequence, o ur data indicate 
a basic monopartite NLS type for HMGA proteins. 
We next tested whether cytoplasmic accumulation 
of HMGA2 mutants was due to removal of a NLS and 
was not due to decryption of a nuclear export signa) 
(NES) which could be exposed as a consequence 
of the mutations. Cells transfected with constructs 
HMGA2 1-43 and HMGA2 mS5-EGFP were treated 
with the nuclear export patbway inhibitor ratjadone C. 
This compound, an analogue of leptomycin 8 , binds and 
inhibits the function of Crm l protein. a criticai mediator 
of nuclear export pathways (22). Results indicate that 
ratjadone C treatment had no etfect on the cytoplasmic 
accumulation of both mutants (Figure 4). This result 
suggests that cytoplasrnic accumulation of the mutant 
proteins results from NLS disruption and not from 
exposure of a cryptic NES. As a positive contro) for 
ratjadone C activity, we used a GFP-HDAC4 construct. 
which has been shown to contain an active NES (23). 
As expected, GFP-HDAC4 cytoplasmic localizatiou is 
inhibited following drug treatment. resulting in nuclear 
accumulation (Figure 4). 
lmportin-a mediates HMGA2 nuclear transport 
The fìnding of a basic monopartite NLS suggested that 
HMGA2 might bind the conventional nuclear import 
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Figure 2. Basic residues of the secondA T-book of HMGA2 are responsible for nuclear loca lization of fusion proteins. (A) Partial sequences of point-
mutated constructs of HMGA2. Basic residues were replaced with alanine residues as indicated. Each poim-mutant is fused C-terminally with EGFP 
(not drawn): numbers identify positions of residues on HMGA2 protein sequence. Summary of intmcellular localization is indicated at right. (B) 
Nlli-3T3 cells were transfected witb HMGA2 point-mutant constructs, and fusion proteins were visualized by confocal laser microscopy. Propidium 
iodide (PI) staining of the same nuclei is shown. Al least one hundred cells per uansfcction wcrc analyzcd in thrcc dilfercnt experiments, and al least 
one hundred cells per transfection were subjected to iluorescence quantification . Bars, IO ~Jm. (C) For each poim-mutant construct. nuclear and 
cytoplasmic Huorescence were quantified, and percentage of nuclear localization was calculated. Bars indicate percentage ± standard 
deviation. (D) The expression and integrity of the fusion proteins were analyzed by Western blot using anti-GFP antibody. 
receptors (such as importin-ct protein family) to achieve 
nuclear translocation. This pathway initiates with the 
binding of importin-ct to the NLS of a substrate protein. 
Importin-ct then binds importin-~ to the NLS and this 
heterotrimeric complex enters the nuclear pore complex 
and translocates into the nucleus. There are. however. 
many exceptions to this kind of import, derived from the 
presence of different kinds of cytoplasm receptors that can 
recognize the NLS, or from the ability of the NLS to bind 
directly to importin-~, independently upon importin-ct, 
or from the presence of proteins that can translocate 
through the nuclear pore complex in the absence of any 
soluble factors (20). To investigate whether HMGA2 
directly interacts with importin-ct, we performed GST 
pull-down experiments. Figure SA shows that in vitro 
translated HA-tagged HMGA2 efficiently binds GST 
importin-cx2 but not GST imp011in-~ or GST alone. 
BSAP/Pax-5 transcription factor was used as a positive 
contro] since it was previously reported to bind 
importin-ct2 (24). To map the region in HMGA2 which 
is recognized by importin-ct2, in vitro translated HMGA2 
deletion constructs (HMGA2 1-83, HMGA2 1-73, 
HMGA2 1-54 and HMGA2 1-43) produced in fusion 
with ~-gal and GFP were employed. As it can be seen 
in Figure SB, deletions from the C terminai of HMGA2 
d id no t alfect binding to importin-rx2 as long as the second 
AT-hook is maintained (HMGA2 1-83, HMGA2 l-73, 
HMGA2 1-54). A further deletion removing the second 
AT-hook (HMGA2 1-43) abolishes almost completely 
importin-ct2 binding. To demonstrate that the region 
comprising the second AT-hook is necessary and sufficient 
for importin-cx2 binding, a GST pull-down experiment was 
performed using constructs TrxA2 45-63 and TrxA2 
45-53. Results indicated that even the shortest construct 
consisting of nine residues of the second AT-hook is 
able to bind efficiently importin-ct2 (Figure SC). 
45 53 
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Xenopus tropicalis .. . GEPSPKRPRGRPXGSKNKS .. . 











... EVPTPXRPRGRPXGSKNKG .. . 
... EVPTPXRPRGRPXGSKNKG .. . 
. .. EVPTPXRPRGRPXGSKNKG . . . 
... EVPTPXRPRGRPXGSKNKG .. . 
... EVPTPXRPRGRPXGSKNKG .. . 
.. . EVPTPXRPRGRPXGSKNKG .. . 
.. . EVPTPXRPRGRPXGSKNKG .. . 
... EAPTPXRPRGRPXGSKNKA .. . 
... GSPSAXJCPRGRPXGSKNKG .. . 
Fi&ure 3. The second AT-hook of HMGA2 constitutes a nuclear 
localization signal. (A) Schematic representation of fusion proteins 
which include second AT-hook; each fusion protein is formed by the 
P-gal al the N-temlinus, thioredoxin in which peptides coding for 
the second AT-hook (aminoacids 45-63 or 45 53) are expressed within 
the catalytic domain, and GFP at the C-tenninus. Summary of 
intracellular localization is indicated on the right. (B) NIH-3T3 cells 
were transfected with HMGA2 peptide containing constructs, and 
fusion proteins were visualized by confocal laser microscopy. Fusion 
protein including the peptide sequence PKRPRGRPK tamminoacids 
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Takeu together. therefore. these results demonstrate 
that sequence from aa 45 to 53 is necessary and sufficient 
to drive nuclear localization of HMGA2 and for binding 
to importin-cx2. 
Tbe secood AT-hook is criticai for HMGA2 function 
To demonstrate that the basic residues within the second 
A T -hook are no t only the criticai determinants for 
HMGA2 nuclear localization but also are responsible 
for HMGA2 function , we tested HMGA2 mS5-EGFP 
in transient transfection experiments, and HMGA2 
mT6-EGFP as a contro), along with a cyclin A reporter 
for luciferase induction (Figure 6A). We have in fact 
previously demonstrated that HMGA2 is able to induce 
the cyclin A gene through the cyclic AMP-responsive 
element (CRE). This effect is mediated by HMGA2 
association with transcription factors binding to 
CRE and, since the region involved included the 
second AT-hook, possibly aJso by HMGA2-DNA 
interaction ( 15). 
Consislent with our previous report, wild type HMGA2 
in fusion with EGFP is able lo efficiently induce the 
reporter gene (Figure 6B). Mutations within the second 
AT-hook (construcl HMGA2 mS5) completely abolish 
HMGA2-medialed inductiou, while mutations within 
the third AT-hook (construct HMGA2 mT6) do not 
alter the activity of HMGA2 on the reporter gene. 
Nuclear Iocalization signals of many transcription 
factors are localized onto DNA binding domains and 
electrostatic intemctions between positively charged basic 
residues and the negatively charged phosphate DNA 
backbone are the predominant mediators of nucleic acid 
binding (25). lndeed NMR studies have demoustrated 
the relevant function played by basic residues within 
the second A T-hook of HMGA l in establishing contacts 
with DNA bases (26). Therefore our work demonslrates 
that basic residues within the second AT-hook are criticai 
determinanls for HMGA2 nuclear localization and for 
HMGA2 function. Moreover, since the second AT-hook 
ofHMGA proteins is the main region involved in protein-
protein inleractions with most of HMGA partners 
(16,27.28), our findings further stress the relevance of 
this domain in HMGA famiJy. 
from 45 to 53 of HMGA2) locutizes into the nucleus (more than 95% 
of trnnsfected cells). At least one hundred cells per transfection 
were analyzed in three dilferent experiments. Bars, IO llffi. (C) The 
expression and integrity of the fusion proteins were con1ìrmed by 
Westem blot using anti-GFP antibody. (D) Alignment of amnlinoacid 
sequcnces of the second AT-hook of HMGA2 and HMGAI proteins, 
and ftanking residues. Sequences show very high conservation, and 
residues of the second AT-hook are identica! (bolded and dot boxed) in 
ali of the HMGA2 proteins from H. sapiens to D. rerio. as well as 
in the HMGAI proteins from H. sapiens to G. gallus (while D. rerio 
sequence has o ne difference in a basic residue [R > KJ). Sequences were 
obtained from public databases (HMGA2: H. sapiens NP _003474; 
C. hircus BAB64336; G. gallus NP_990332; M. nmsculus NP_835 l58; 
R. norvegims NP _114459; X. tropicalis AL955898; X. /aevis 
AAH82363; D. rerio NP_997845; HMGAI : H. sapiens NP_665911 ; 
C. familiaris NP _001003387: B. Taurus XP _888488; C. griseus 
AAF06666: M. mtiSt'ulus NP _057869: P. troglod)'tes XP _530918; 
R. nonegicus NP _647543; G. gallus AAQ63840; D. rerio AAH44554). 
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Flgure 4. Cytoplasmic localization of Jl-galfGFP HMGA2 1-43 and 
HMGA2 point-mutant mS5-EGFP does not resuh from exposure of a 
cryptic nuclear export signal. NIH-3T3 cells were transfected with 
either HMGA2 1-43, HMGA2 mS5-EGFP and GFP-HDAC4 
constructs, and fusion protcins were visualiz.ed by confocal laser 
microscopy. Cells were either untreated (- )or treated (+) with 5 ngfml 
ratjadone C for 6 h. On the contrary of GFP-HDAC4, localization 
of Jl-gai/GFP HMGA2 1-43 and HMGA2 mSS-EGFP does not 
change following treatment with the nuclear export inhibitor. At least 
one hundred cells per tra1tsfection were analyzed in three difTerent 
experiments. and more than 95% of transfected cells showed the 
repn:scntative staining. Bars, l O j.lm. 
HMGA proteins are known to be subjected to extensive 
post-translational modifications which affect their 
function ( 1). The second AT-hook of HMGA2 is flanked 
by two residues. S44 and S55, which can be phosphory-
lated. The first one was shown to be phosphorylated 
in vilro by p34/cdc2 whjle the second bears a consensus for 
PKC. Both consensus are conserved in HMGAI and the 
residues were reported to be phosphorylated in vitro and 
in vivo (l). Phosphorylatjon within - or adjacent to - a 
classic NLS sequence can negatively modulate nuclear 
localization interfering with binding of cargo proteins 
Flgure 5. Tbe sccond A T-hook of HMGA2 interacts directly with 
importin-a2. (A) 35S-radiolabeled i11 virro translated HA-tagged 
HMGA2 was incubated with equivalent amounts of GST, GST 
importin-a2 and GST importin-~ immobilized on Sepharosc beads. 
20% of the in virro translated reactions uscd in the pull-<lown 
cxperiments was included as input. As a control, the same experiment 
was performed with HA-tagged BSAP. (B) To determine tbc HMGA2 
domain involved in importin-a2 interaction, 35S-radiolabeled in virro 
translated HMGA2, together with the indicated C-terminai dcletion 
mutants cloned in fusion with Jl-gal and GFP, wcrc incubated with 
Sepharosc immobilized GST importin-a2 or GST in GST pull-<lown 
assays as described in A . Only the deletion mutant HMGA2 1-43 that 
lacks the sccond A T-hook has lost the ability of binding importi n-al. 
(C) 35S-radiolabelcd in vitro translated peptides corresponding to ihe 
sccond A T-hook witbin the thioredoxin sca!Told and in fusion with 
~-gal and GFP were incubated witb GST-importin-a2 or GST 
immobilized on Sepharosc beads in GST pull-down assays as described 
in A. The size of ali thc IVT products are in agreement with the 
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Figure 6. HMGA2·medìated transcriptional activation is dependent 
upon basic residues within the second A T-hook. (A) Diagram of 
luciferase reporter gene under the transcriptional regulation of the 
cyclin A promoter and the HMGA2 wild type and mutants ell:pressed 
by the vectors used. (B) CHO cells were tr.msiently cotransfected with 
l J.18 of the CycA luciferase reporter plasmid (bars 1-4) and with 31tg 
of HMGA2wt-, mS5- and mT6- EGFP ell:pres~ion vectors (bars 2-4 
respectively). 0.1 118 of pRL-CMV Renilla lucìferase expression vector 
was included to nonnalize for Lransfection efficiencies. Values are 
repocted as relative luciferase activity. Standard deviations are indicated 
for ell:periments repeated three tìmes. The amount of HMGA2 w t-, 
mS5- and mT6-EGFP ell:pression was assayed by Western blot analysis 
using a polyclonal a-HMGA2 antibody. The subcellular localization 
of the ell:pressed proteins in CHO cells was confirmed by confocal 
microscopy (data not shown). 
to importin (29). We therefore tested this possibility by 
producing a double mutant (S44E, S55E) where serine 
residues were replaced by glutamic acid that should 
mimick a constitutìve phosphorylation. However, 
repeated experiments in NlH-3T3 cells always showed 
an exclusive nuclear localization of this double mutant, 
even when fl.uorescence was monitored a t early stages after 
transfection. suggesting therefore a strict nuclear localiza-
tion for HMGA2 protein whìch is ìndependent of 
phosphorylation (data not shown). 
Although some works reported also a cytoplasmic 
localization for HMGA proteins (30-32), HMGA locali-
zation seems to be strictly nuclear, as this family of 
proteìns performs severa! functions at nuclear leve!, the 
most relevant beìng the involvement in transcrìptìon 
regulation. The HMGA2 gene has been described as the 
most frequent target of cytogenetic rearraugements 
in humau neoplasms. In fact both HMGA genes, 
in particular HMGA2, are mutated in severa! tumors 
of mesenchymal origin such as lipomas, leiomyomas 
and hamartomas and bave been implicated in the 
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pathogenesis of these tumors (l ,9). HMGA alterations 
result in production of deleted or chimeric proteins that 
have lost, in the vas t majority of the cases, the C-terminai 
domai n but retain the three A T -hooks, w bile only in some 
cases also the third AT-hook is lost. An important 
consequence of our study is therefore that allthese deleted 
or chimeric proteins retain their NLS and are therefore 
nuclear although the function of the protein could be 
altered due lo ectopic or deleted sequences. 
The function of many key proteins iuvolved in celi 
growth, such as p53 and NF-KB, can be regulated by their 
cellular localization and nuclear transport has been 
suggested as a potential target for alteration of cell 
growth (33). HMGA proteins are both overexpressed and 
rearranged in severa! tumors: therefore, molecular strate-
gies able to interfere with their nuclear localization could 
be important tools to interfere with their transfomling 
activity. The definition of the NLS, reported in this work, 
could lay the bases for further studies towards this aim. 
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